











Die Micellartheorie der Stirke in ihren heutigen Formen 
und das physikochemische Verhalten der Stirkesubstanzen. 


Von 
M. Samece. 
(Nach Versuchen von fF. Dolenc.) 
(Aus dem chemischen Institut der Alexander-Universitaét in Laibach.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 


Die Bausteine der organisierten Substanzen nennt C. Ndgeli 
bekanntlich Micelle. Das Micell! wire seiner Ansicht nach ein sub- 
mikroskopisches kristallines Aggregat von Molekiilen (entsprechend 
unseren heutigen Primarteilchen), verschiebbar gegen die Nachbar- 
micelle und von Wasserhiillen umgeben. Zwischen die Micelle kann 
Wasser aufgenommen werden, bis die mit dem Quellungsgrad sinkende 
Anziehungskraft des Micells fiir Wasser gleich der Anziehungskraft 
von Micell zu Micell geworden ist?. 

Diese klassische Theorie itiber den Aufbau der kolloiden Substanzen 
wurde im Laufe der Zeit bekanntlich immer weniger gewertet, bis sie 
durch Biitschlis Wabentheorie eine gewaltige Erschiitterung erfuhr. 
Der Ausdruck Micell wurde desungeachtet in der Kolloidforschung 
weiter gebraucht, und dies fiir recht verschiedene kolloide Gebilde, 
so daB sich der urspriingliche Sinn, welchen C. Ndgeli in das Wort 
gelegt hat, stark verwischt hat. 

Durch die modernsten Arbeiten ist die Micellartheorie in ihrem 
alten Sinne wieder zu neuem Leben gekommen: sehr viele Gele haben 
sich als kristallinisch erwiesen. 

Auch die Starkeforschung nahm an diesem Entwicklungsgange 
teil, und wenn auch hier noch nicht jene Klarung der Feinstruktur 
méglich war, wie wir sie bei Cellulose finden, ist ein kristalliner Aufbau 
wenigstens eines Teiles der Starkekérner durch die Arbeiten von R. O. 


1 In der Rechtschreibung des Wortes Micell schlieBen wir uns den 
Ausfiihrungen von A. Frey (Die Micellartheorie von Carl Ndgeli, Aka- 
demische Verlagsgesellschaft 1928, S. 136) an. 

2Vgl. A. Frey, |.c., 8S. 137. 
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Herzog und W. Jancke', O. L. Sponsler®, St. von Naray Szabo*, J. Katz 
und K. H. Meyer, H. Hopff und H. Mark® erwiesen. 

Parallel mit diesem Entwicklungsgang der Ndgelischen Micellar- 
theorie legte G. Malfitano eine Micellartheorie der Starke dar®, im 
Rahmen welcher er als Micell eine Anordnung einer endlichen Zahl 
von komplexen Molekiilen im Sinne von Werner auffaBt. 


»»Bei der Starke sind (nach Malfitano) um ein Phosphat- oder Silikation 
CgHy O;-Molekiile angeordnet, die ihrerseits Polymere von Polymeren 
sind. Dabei ist das komplexe Ion nach auBen durch H-Ionen, Alkali- 
oder Erdalkaliionen kompensiert.“* Er betrachtet ,,die mineralfreien 
organischen Polymeren, die aus der Starke extrahiert werden kénnen, als 
Bestandteile der Komplexe von Komplexen, die Amylophosphate oder 
Amylosilikate sind“. 

»,Der Wert der Theorie der steigenden Komplexitét geht vor allem 
daraus hervor, daB sie die Konstitution der Kolloide in folgenden Formen 
zusammenfabBt : 

(MejtanF «. «1 6 2 eset eo 0 ee e Reomeplen 1. Grades 
{((Maby))(Ma)|)t+byF... - - Komplex 2. Grades 
{{(M aby )p(M a) by}, [(M ab, )p( Ma)}) rf by 3 +. . Komplex 3. Grades“ 

»Aus diesen Formeln kann man folgende vier Eigenschaften der 
Kolloide ableiten, deren Priifung dem Experiment zuginglich ist: 

1. Die Teilbarkeit in Einheiten, die ihrer GréBe nach eine geometrische 
Progression bilden. 

2. Die Zusammensetzung aus zwei Bestandteilen : einem Elektrolyten ab 
und einem Nichtelektrolyten M. 

3. Die ,,Dissimulation’’ der Ionen, die fiir das Ion ,,a“ vollstandig, 
fiir das Ion ,,b“‘ entgegengesetzten Vorzeichens teilweise ist. 

4. Die Abhangigkeit des Zerteilungsgrades solecher Komplexe von 
der Art der [onisation und der Valenz der Ionen, die im Milieu schon vor- 
handen oder diesem zugefiigt worden sind.“ 


Die moderne Forschung vieler Kolloide gipfelt heute in einem 
Bilde, welches wir einerseits Staudinger’, andererseits K. H. Meyer® 
verdanken : 

Lange Ketten aus miteinander chemisch verkniipften Einzelbau- 
steinen sind durch Aneinanderlagerung zu einem Biindel, namlich dem 
Micell vereinigt. Die chemisch in sich abgeschlossenen Ketten werden 
als Hauptvalenzketten bezeichnet. Die Krafte, welche die Hauptvalenz- 


1 B. 58, 2162, 1920. 

2 Journ. of Gen. Phys. 5, 757, 1920. 

8 A. 465, 299, 1928. 

‘ J. R. Katz und H. Mark, Physik. Zeitschr. 25, 431, 659, 1924; 
J. R. Katz und P. J. P. Samuel, Naturwiss. 16, 592, 1929. 

5 B. 62, 1111, 1929. 

®° C. r. 126, 1681, 1913; 148, 400, 1906 und namentlich Kolloid- 
zeitschr. 46, 3, 1928. 

7 Vgl. Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 37, 1929. 

8 Diese Zeitschr. 208, 1, 1929. 
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ketten zum Micell zusammenhalten, sind gleicher Art, wie die van der 
Waalsschen Krafte in Gasen. Viele organische Verbindungen vermégen 
mit anderen organischen Kérpern zu Molekiilverbindungen zusammen- 
zutreten, wodurch Mischmicelle gebildet werden. 

Fremdstoffe, welche in micellare Gebilde eindringen, kénnen 
entweder nur an der Oberfliche der Micelle reagieren oder sie schieben 
sich in das Innere des Micells zwischen die Hauptvalenzketten ein. 
In diesem Falle sprechen wir von permutoider Reaktion. Die Haupt- 
valenzketten und die Micelle kénnen durch Atome oder Atomgruppen 
nach Art chemischer Briicken miteinander ,,vernaht‘‘ werden. 

Auch die Starke und das Glykogen sinc aus Micellen der hier 
geschilderten Art zusammengesetzt. Diese Micelle, die in sich gitter- 
maBig geordnet sind, scheinen einander viel ungleicher und durch- 
schnittlich kleiner zu sein als bei Cellulose. Es scheint, daB in der 
Rindensubstanz der Starkekérner, dem sogenannten Amylopektin, 
gréBere Micelle mit lingeren Ketten als in der Innensubstanz, der 
sogenannten Amylose, vorliegen. 

Der ,,Vernah‘‘effekt kame z. B. in der Formaldehydstirke zum 
Ausdruck ; ferner wird phosphorfreie Amylose durch Phosphorylierung 
wieder kleisterfaihig, also schwerer léslich, wobei nach K. H. Meyer 
ein Phosphorsiurerest zwei Glucoseketten vericniipft und eine Dialkyl- 
phosphorsaure bildet. Die Unléslichkeit des Starkekornes in Wasser 
wiirde durch Vernahung unter dreifacher Veresterung der Phosphor- 
siure zustande kommen!. 

Ein Grundgedanke ist beiden hier wiedergegebenen Theorien 
begreiflicherweise gemeinsam: der Aufbau des Micells aus kleineren 
Einheiten; auch in der Art der Krafte, welche die kleinen Einheiten 
zu den Micellen vereinigen, besteht grofe Verwandtschaft der beiden 
Ansichten; das K. H. Meyersche Bild kann ja das Malfitanosche 
Polymere von Polymeren mit einschlieBen und umgekehrt. .Verschieden 
aber ist die Stellung der Elektrolyte im Micell. Die Malfitanosche 
Theorie fordert fiir gewisse Ionen eine partielle, fiir andere Ionen eine 
totale ,,Dissimulation’*, bei K. H. Meyer wiirden nur die als Di- oder 
Tri-Ester gebundenen Anteile der Phosphorsiure (oder Kieselsiure) 
der Salzbildung unfahig sein, wahrend sonst, sei es durch Oberflachen- 
reaktion, sei es durch permutoide Reaktion, die das Micell mit auf- 
bauenden Elektrolyte reaktionsfaihig bleiben. Walrend eine experi- 
mentelle Nachpriifung der Konsequenzen in bezug auf die ©,H,)0,- 
Gruppen heute noch nicht einwandfrei méglich ist, sind die die Stellung 
der Phosphorsiure betreffenden Postulate der beiden Theorien leichter 
zu beleuchten und sollen hier an der Hand des vorhandenen Beob- 
achtungsmaterials tiberpriift werden. 


1 K. H. Meyer, diese Zeitschr. 208, 23, 1929. 
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Die Phosphorsiure im Stirkemicell. 


Die Phosphorsaure ist ein integrierender Bestandteil der Stirke- 
k6rner, ja gewisser Stairkesubstanzen. Diese These ist heute wohl all- 
gemein anerkannt. Ebenso ist die von uns entwickelte Estertheorie?, 
so groB ihre Wahrscheinlichkeit vom biologischen Standpunkt von vorn- 
herein war und so skeptisch anfangs die Fachwelt ihr gegeniiberstand, 
heute ziemlich allgemein angenommen. Auch bei Bestehen solcher 
Phosphorsaureester ist aber die Méglichkeit fiir eine Anordnung im 
Sinne G. Malfitanos gegeben, da einerseits solche Ester an Stelle der 
freien Phosphorsaure als Elektrolyt im Wernerschen Komplex fungieren 
kénnen, andererseits aber ein anderer Teil der Gesamtphosphorsiaure 
nicht verestert als Komplexelektrolyt in das Micell eingelagert sein 
konnte. 

G. Malfitano sieht eine Schwierigkeit der Estertheorie darin, daB 
ihr zufolge die Phosphorsiure nur mit einem Teil der Stirkepoly 
saccharide in naherer Beziehung steht und daB eine Trennung in P-haltige 
und P-freie Starkefraktionen méglich sein miiBte. 

Eine solche Trennung ist jedoch G. Malfitano nicht gelungen. 
Sein Versuchsgang ist folgender: 


»Ein 1 %iger Kleister aus Kartoffelstarke wird nach Erhitzen auf 90° 
einige Tage bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Es trennen 
sich zwei Schichten ab, von denen die obere, fliissige, vollkommen klar 
ist und weniger als 0,1 °% geléste Substanz enthalt. Diese klare Fliissigkeit 
wird im Nickelgefé8 zum Gefrieren gebracht. Nach erfolgtem Wieder- 
auftauen l48t man die Starkeflocken, die sich wahrend des Gefrierens 
ausgeschieden haben, sich absetzen. Man gie8t die iiberstehende Fliissigkeit 
ab und ersetzt sie durch destilliertes Wasser. Man erhitzt wieder bis in 
die Nahe des Siedepunktes, und der so entstandene Kleister, der jetzt klar 
und fliissig ist, wird noch einmal dekantiert, nachdem er sich in zwei 
Schichten getrennt hat, und wie oben beschrieben zum Gefrieren gebracht. 
Dieser Vorgang kann mehrmals wiederholt werden, da die Ausbeute besser 
und besser wird, indem die Starke sich bei wiederholtem Gefrieren nun 
fast quantitativ abscheidet. Nach dem Trocknen und Veraschen findet 
man in dem so erhaltenen Produkt einen Gehalt an aus Erdalkaliphosphaten 
bestehender Asche, der quantitativ und qualitativ in einem konstanten 
Verhaltnis zur organischen Substanz steht, d.h. ungefaéhr 1,5 mg auf 
1g Trockensubstanz (0,150%). Demgegeniiber enthailt das Ausgangs- 
produkt vor der Extraktion und Reinigung ungefaihr 3 mg Asche pro 1 g 
Trockensubstanz. Der P,O;-Gehalt der gereinigten Substanz betragt 
0,071 %.“ 

.,Dieser ReinigungsprozeB, mehrmals wiederholt, erlaubt aus einem 

%igen Starkesol, das durch Erwarmen auf 110 bis 120° verfliissigt wurde, 
eine Substanz zu erhalten, die immer armer an anorganischen Bestandteilen 
wird. Bei Erhitzen tiber 120°C und Zusatz von einer Spur CH,COOH 
zum kalten Kleister l48t sich nach zehnmaligem Wiederholen des Vorgangs 


1 Den Werdegang dieser Theorie siehe bei M.Samec, Kolloidchemie 
der Starke, 8S. 17ff. 
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der Aschengehalt von 2 auf 0,2 mg pro Gramm Trockensubstanz herab- 
driicken. Das Produkt farbt sich allerdings dann mit Jod rotviolett.“ 


Diese Trennungsmethode fuBt demnach auf der Kaltekoagulation 
der Starke in der Voraussetzung, dal die Begleitelektrolyte von der 
sich ausscheidenden Starke adsorptiv nicht festgehalten werden. Daf 
man bei wiederholtem Lésen und Fiillen eine weitgehende Trennung 
erreicht, ist sicher, ebenso bekannt ist es aber, da Starkeflocken 
Kristalloide adsorptiv festhalten. 


Das Malfitanosche Substrat entspricht in gré®ter Anniherung 
den Amylosen von L. Maquenne. Bekanntlich hat ja C. Tanret! die 
Verquellung der Starke mit einem gentigenden Uberschu8 von Wasser 
zur Trennung von Amylose und Amylopektin benutzt: Die hierbei 
gebildete klare Lisung enthielt die Amylosen, der Niederschlag das 
Amylopektin. Das Ausfrieren erlaubt aber, wie wir aus den Angaben 
von Z. Gruzewska® entnehmen kénnen, keine scharfe Trennung dieser 
beiden Anteile, da die ausfallenden Amylosen das Amylopektin mitreiBen. 
Wir haben seinerzeit die Verteilung von Phosphor auf die beiden bei 
der Verkleisterung von Kartoffelstirke entstehenden Anteile (Lisung 

Amylosen und Gel =- Amylopektin) untersucht. Nach 24stiindigem 
Erhitzen auf 58° (Quellungstemperatur), Trennen der beiden Phasen 
und erschépfender Dialyse fanden wir im Sol 0,045°, und im Gel 
0.147%, POs. 

Die nach Z. Gruzewska durch Laugenquellung aus der Kartoffel- 
starke erhaltene Amylosenfraktion enthalt nach erschépfender Dialyse 
nur 0,007 °., P.O; und das korrespondierende Amylopektin 0,185 °, P, Os. 
G. Malfitano kam bei seiner Reinigung durch Ausfrieren im Solanteil 
zu 0,067 °,, P,Os. 


Durch Elektrodialyse kommt man jedoch noch zu _ wesentlich 
phosphorarmeren Produkten. In einer unserer Versuchsreihen wurde 
ein etwa 1°, iger Kleister aus Kartoffel- und aus Weizenstirke ver- 
schieden lange auf 80° erhitzt und abzentrifugiert. Die klare zentri- 
fugierte Fliissigkeit wurde extrem elektrodialysiert, wobei sich eine 
Gelphase abschied. Das Sol wurde analysiert. Es ergab sich nach einer 
Erhitzungsdauer von 





1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 
bei Kartoffeln ein P,0;-Gehalt . . 0,0029 0,0009 0,00068 
Rg ea PEs os Sie a 0,0000 0,0000 0,0000 


1 C. r. 158, 1353, 1914. 
2 Journ. Phys. et Pathol. gen. 14, 32, 1912. 
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Durch diese Manipulation gelang es demnach, den Phosphorgehalt 
des in Wasser klar gelésten Anteiles der Starkekérner auf etwa */,5, 
jener Menge herabzudriicken, welche G. Malfitano noch als Restelektrolyt 
fand, bei Weizenstirke konnte in der verfiigbaren Probe tiberhaupt 
kein Phosphor mehr nachgewiesen werden. 

Wieviel nicht abtrennbaren Phosphor die klar lésliche Fraktion 
noch behalt, dies scheint von der Starkeart und der Stirkevarietat 
abzuhangen!. 

Bei Verwendung von prima Kartoffelstarke erhalt man aus einer 
2°.igen Lésung (14 Stunde auf 12€° erhitzt und elektrodialysiert) 
ein 0,32 °,iges Sol, welches 0,0061°,, P,O; und 0,02°,, SiO, in 100 g 
Trockensubstanz enthalt. Dieses Sol wurde in Anlehnung an G. Malfitano 
versuchsweise in einem Nickeltopf ausgefroren, nach dem Auftauen 
das Koagulum von der Fliissigkeit abzentrifugiert, mit destilliertem 
Wasser nachgewaschen und in der gleichen Wassermenge, wie sie das 
Sol anfangs hatte, gelést. Hierzu war ein ' stiindiges Erhitzen auf 
138° notwendig. In der Hitze ist dieses Sol klar, in der Kilte triibt 
es sich; wird es abermals bei 300 Volt Klemmenspannung bis zur kon- 
stanten Leitfihigkeit elektrodialysiert, so erfolgt eine abermalige 
Trennung der Solanteile. An der vertikalen Anodenmembran bilden sich 
bis zu 34,cm lange Nadeln, welche tiber die ganze Anodenmembran 
verteilt wagerecht in der Fliissigkeit liegen, die Fliissigkeit selbst ist 
voéllig klar?. ' 

Die Nadeln und das Sol wurden getrennt analysiert, ein Teil 
der Nadeln aber durch abermaliges Erhitzen auf 138° gelést, diese 
Lésung und das Sol abermals ausgefroren, gewaschen, gelést und elektro- 
dialysiert. Bei der Analyse fanden wir 





nach dem ersten nach dem zweiten 
Ausfrieren und der Ausfrieren und der 
Elektrodialyse Elektrodialyse 


in den Nadeln auf 100 g Trockensubstanz 0,0066 % P.O; 0,0058% P.O, 
in der klaren Lésung auf 100g Trocken- 
I eis eS Oe! aca 0,0058 % P.O; 0,0037 % P.O; 


Wird das SolI nicht ausgefroren, sondern dreimal je 2 Stunden 
in NickelgefaBen auf 120° erhitzt und nach jedem Kochen bis zur 
konstanten Leitfahigkeit elektrodialysiert, so findet man ein End- 
produkt mit 0,0035°, P,O;. Die elektrische Leitfahigkeit dieser Sole 
ist zwar aiuBerst gering (etwa 4. 10~° rez. Ohm), doch ist eine strenge 


1 Vgl. M. Samec und J. Kaveic, Kolloidchem. Beih. 1930. 

2 Solche Coagula beobachteten wir nur an ausgefrorenen und wieder 
gelésten oder an partiell retrogradierten Solen, nicht aber an Solen aus 
frisch geléster Starke. 
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Parallelitat zwischen dem Phosphorgehalt und der elektrischen Leit- 
fahigkeit feststellbar. Die so bereiteten fast phorphorfreien Sole geben 
mit JKJ die bekannte tiefblaue Farbe der Amylokérper, welche bei 
Jodiiberschu8 in Griin iibergeht, und zeigen eine mittlere MolatgréBe 
von etwa 80000. 


Jiingst kam iibrigens auch J. Field in Alsbergs Institut zu dem 
Resultat, daB ein Teil der Starke im Stirkekorn phosphorfrei ist}. 


Die relative Menge dieses fast phosphorfreien Anteiles ist recht 
konstant. Fir eine gegebene Stiirkesorte bleibt es ziemlich gleich- 
giltig, ob man den Kleister 1 oder 2 Stunden auf 80° oder 1. Stunde 
auf 120° erhitzt, der prozentuelle Anteil betraigt bei Kartoffelstirke 
19 bis 20 °, der Gesamtstiarkesubstanz. Wird das Erhitzen des Kleisters 
linger fortgesetzt oder héher getrieben, tritt neue Substanz in die Solform 
iiber, doch bleibt der Phosphorgehalt des Sols auBerst gering. Dab 
wir diesem sukzessiven Abspalten von Phosphorsiure den Charakter 
einer Esterverseifung zugeschrieben haben, diirfte bekannt sein. 


Betrachten wir nun den phosphorhaltigen Anteil des Starkekorns, 
so ist zundchst die Feststellung wichtig, daB nach dem osmotischen Ver- 
halten kein sehr groBer Unterschied in der mittleren MolatgréBe des 
phosphorfreien (bzw. phosphorarmen) und der phosphorfiihrenden Anteile 
besteht. 

Denken wir uns namlich, da8 im Starkekorn auch dieser phosphorfreie 
Anteil nach Art des Malfitanoschen Micells in einem Komplex héherer 
Ordnung gebunden ware, dann miiljte die Verkleisterung zu einer Komplex- 
spaltung fiihren, und die relative GréSe der beiden Bruchstiicke miiSte 
sehr verschieden sein. Nun laGt sich zwar eine Bestimmung der MolatgréBe 
des Gelanteiles im Starkekleister nicht durchfiihren, wohl aber gelingt dies 
in einer kurze Zeit auf 120° erhitzten Lésung. Fiir die Solsubstanz erhielten 
wir Molatwerte, die zwischen 80000 und 150000 liegen, teilweise auch noch 
héhere; bei dem korrespondierenden Gel ergibt sich aus dem osmotischen 
Druck die MolatgréBe zwischen 120000 und 160000. Jedenfalls finden 
wir hier keinen Hinweis darauf, daB von einem relativ sehr grofBen Komplex 
kleine Bruchstiicke abgetrennt worden wiiren. 


Eine notwendige Folgerung aus der Anordnung der Stiarkekompo- 
nenten als Komplex von Komplexen ist nun die mehr oder weniger 
weitgehende Maskierung der Phosphationen und der Kationen. Im 
Komplex ersten Grades kénnte sich das eingelagerte PO,-lon elektro- 
chemisch noch insofern betatigen, als der Komplex die Ladungen 
des PO, iibernimmt. Im Komplex zweiten Grades hatten wir aber 
auf zwei, im Komplex dritten Grades erst auf drei PO,-Reste drei 
Aquivalente nicht dissimulierter Kationen; maskiert waren demnach 
beim Komplex 


1 Proc. of the Soc. for exper. biol. and med. 25, 711, 1928. 
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proGrammatom P ... 0 3/g 6/, 9, 13), 





Aquivalente Kationen 


Betrachten wir von diesem Gesichtspunkt aus einige Analysen- 
ergebnisse einschligiger Untersuchungen. 


Tabelle T enthalt einmal die Resultate von H. Tryller!, welcher 
prima Kartoffelstarke fiinfmal mit 1°,iger HCl gewaschen hat. Mit 
seinen Befunden vergleichen wir in derselben Tabelle die Mineral- 
bestandteile in einem elektrodialytisch gefallten und ebenso gereinigten 
Kartoffelstarkegel und die Mineralbestandteile in Weizenstarke, welche 
zehnmal mit 1°%iger HCl bzw. fiinfmal mit 1°,iger HF gewaschen 
worden ist. 


Tabelle I. 


Mineralbestandteile in gereinigten Stiarken. 








cl $0; | Sid, P205 R, 03 
Kartoffelstarke Ia mit 1% iger 
HCl und 5mal mit H,® ge- 
waschen .. 0,002 Spur 0,089 0,164 0,008 
Kartoffelstirkegel dubiivetiady- 
tisch gereinigt .... 0 0 0,0043 | 0,160 0,000 
Weizenstarke 5mal mit 1°Liger 
HCl, dann m. H,0O gewaschen 0,007 | 0,008 0,093 nicht 
i “ . y . bestimmt 
Weizenstarke mit 1%iger HF, 
dann mit H,O gewaschen . 0,008 | 0,000 0,112 | Dasselbe 
MnO CaO MgO K,0 Na, 0 
Kartoffelstarke Ia mit 1% iger 
HCl und 5mal mit H,O ge- 
waschen ... 0,002 | 0,096 0,002 0,008 0,002 
Kartoffelstarkegel dhbanniialy- 
tisch gereinigt ... 0 0,0017 | 0,0006 0,0072 | 0,0057 


Weizenstarke 5mal mit 1°, iger 
HCl, dann m. H,0 gewaschen nicht 0,004 0,002 0,002 0,006 


* 
Weizenstarke mit 1% iger HF, yestimmt 
dann mit HyO gewaschen .  Dasselbe | 0,004 | 0,002 0.001 0,005 


Diese Versuche zeigen, dal} man die Kationen sehr weitgehend 
aus dem Stirkekomplex bzw. aus dem Starkemicel’ entfernen kann. 
Es betraigt ja in 100 g Trockensubstanz bei 


1 H. Tryller, Chem.-Ztg. 44, 833, 1920. 
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Kartoffel- 


starkegel Weizenstirke 


Kartoffel- 


stirke Ne te 
mito | eee. 
gewaschen dialytisen gewaschen gewaschen 
gereinigt mit HCl mit HF 


die Summe der Saureiiquivalente 992.10-° 692.10-® 436.10-5 491.10 
die Summe der Baseniquivalente 62.10-° 43.1075 47.10°° 41.10~° 


Rechnen wir alle sauren Kornbestandteile als Phosphorsiure, 
so kamen bei H. Tryller auf 1 Grammatom Phosphor 0,19, beim 
Kartoffelstarkekegel 0,19, bei HCl-Weizenstirke 0,32 und bei HF- 
Weizenstirke 0,25 Aquivalente nicht entfernter Kationen. 

Von einer Retention der Kationen in jenem Ausmafe, wie sie 
eine Komplexstellung des gesamten Phosphors fordern wiirde, ist dem- 
nach keine Rede. ' 


Die Starkekérner, welche ihre Kationen mehr oder weniger ab- 
gegeben haben, reagieren ausgesprochen sauer. Ihre Lésungen lassen 
sich unter Benutzung beliebiger Indikatoren titrieren, es ist aber auch 
eine elektrometrische Titration sowohl mit Lauge als auch mit Soda 
méglich. Im Rahmen unserer Arbeit iiber die Amylopektine aus ver- 
schiedenen Starkearten kamen wir zu den Beobachtungen der Tabelle II. 


T'abelle II. 


Phosphorgehalt und elektrochemisches Verhalten von Amylopektinen 
verschiedener Provenienz. 





. Zur Neu- 
’ NO al- ‘alisatio 
s P2 05 potency —e = Liter Verhaltnis 
in 100g Pes 1 titer tration der i°/9iger Soda 
pain | Aglewe | saititee | “Bsnec |srtietece, 
; Lisung Lacuna Soda- ia 
aiquivalente 
ee ae 0,175 25 .10-5| 151.10-°| 87 .10-5 
Merentha ..... 0,042 5.8.10-° 2,1.107' 11 .10 
Tapioka (KCl)... 0,008 11.10-° 0,7.10-° 1,6.10 
Synthet. Amylopektin 
aus Kartoffel . 4.55 620 .10-° 420 .10-® 810 .10 1,3 
Tapioka 4,55 620 .10-® 430 .10-' 800 .10-5 1,3 
ea 4,12 580 .10-5 | 380 .10-°|710 .10-5 1,2 
Weizen 4.39 880 .10-5 | 820 .10-5 1,3 


Die Knollenstarke und die synthetischen Amylopektine liefern 
durch Elektrodialyse gereinigt (wobei die Kationen automatisch aus- 
wandern) demnach Lésungen, deren H-Jonenkonzentration sich in 
der gleichen Gré®enordnung bewegt wie der Phosphorgehalt. Wir 
finden ja in Lésungen von 
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Kartoffel- Tapioka-| synthetischen Amylopektinen aus 
otarke | sitke /Kasto@el| Tapioka | Reis Mais | Weizen 
auf je 1 Gramm- 
eee cs 0,66 0,62 0,68 0,68 0,66 0,69 0,59 


elektrometrisch aktive H-Ionen. Die Samenstirken machen hiervon 
eine Ausnahme, welche, wie wir zeigen konnten, in einer Absiatti- 
gung der Amylophosphorsaure durch stickstoffhaltige Substanzen be- 
griindet ist}. 

Wie aus Tabelle IT ersichtlich, steht die zur Neutralisation der 
untersuchten Stirkelésungen notwendige Menge Base zum Phosphor 
in einem konstanten Verhiltnis. 3 Aquivalente = 1 Grammatom 
Phosphor benétigen 1,3 Aquivalente Base. Da nach Tabelle I im reinsten 
Amylopektin pro Grammatom P noch 0,19 Grammiiquivalente Kationen 
verblieben sind, erscheint die Lésung dieser Staérkekomponente neutral, 
wenn etwa 1,5 Aquivalente Base auf 1 Grammatom Phosphor kommen. 

In diesem Zusammenhang ist es nicht uninteressant festzustellen, 
daB sich dieses Verhaltnis mit der Neutralisation der Orthophosphor- 
siure ziemlich genau deckt. Eine Phosphatpufferlésung, bestehend 
aus 50cem m/l0 KH,PO, und 29,63cem n/10 NaOH zeigt ein 
pu == 7, ist also nahezu neutral. In dieser Mischung kommen auf 
1 Grammatom Phosphor etwa 1,6 Aquivalente Base, also fast soviel 
wie bei unseren Amylophosphorsauren. 

Auch diese Beobachtungen lassen sich mit einer Komplexstellung 
des gesamten Phosphors nicht recht in Einklang bringen, da in diesem 
Falle viel weniger aktive Wasserstoffatome zu erwarten wiiren, als der 
Versuch tatsachlich zeigt. 

Eine weitere Konsequenz der Komplexstellung des Phosphors 
wiire das Postulat, daB eine Entfernung desselben nur unter Zer- 
triimmerung des Micells gelingen kénnte. Auch diese Folgerung steht 
mit dem Verhalten der Starke nicht im Einklang. Man kann namlich 
durch Kochen der phosphorhaltigen Starkekomponente (Amylopektin) 
unter Druck und darauf folgende Elektrodialyse sukzessive einen Teil 
derselben in eine elektrodialytisch nicht fallbare Form bringen. Solche 
Sole (wir nannten sie kurz Sol T, Sol IT usw.) wurden von uns vielfach 
und von verschiedenen Gesichtspunkten aus untersucht. Das Ergebnis, 
wovon Tabelle IJ] eine kleine Ubersicht gibt, war, da& es méglich ist, 
auf die geschilderte Weise den Hauptteil des Phosphors abzuspalten, 
ohne da®8 das osmotische Verhalten der betreffenden Sole auf eine 
bemerkenswerte Molatzerkleinerung hinweisen wiirde. Beim Komplex 
nach G@, Malfitano |[(Mab,),(Ma)b,], [(Mab,),(Ma)]} + 6, miiBte 


1 M. Samec, diese Zeitschr. 186, 337, 1927. 








Micellartheorie und physikochem. Verhalten der Stairkesubstanzen. 259 


aber die MicellgréBe um so viel abnehmen, wie viel der Prozentanteil 
des abgespaltenen Phosphors betragt. 


Tabelle I1I*. 
Phosphorgehalte und mittlere MolatgréBe einzelner Kartoffelstirkesole. 





Amylopektin Sol I Sol Il 
P30, ...- 2. eee ee s % (0,175—0,185 | 0,007—0,011 | 0,012—0,029 
Mittlere MolatgréBe. . . ..... 130 000 120 000 130 000 
Durch Kollodium permeabler Anteil 0,3 29 6,9 


Umgekehrt laBt sich die Starke weitgehend peptisieren, ohne dab 
eine Befreiung der Starke von den Mineralstoffen méglich ware. 

G. Malfitano beobachtete in einer durch Kollodiumfilter filtrierten 
Starke immer Phosphor?. Wir fanden iibereinstimmend -damit in ana- 
logen Praparaten 0,11°, P,O;. DaB sich P,O, bei der diastatischen 
Hydrolyse der Starke im nichtverzuckerten Dextrinrest anreichert, 
wurde wiederholt bewiesen*. Wir fanden z. B. im Gel des 





Amylodextrins Erythrodextrins Achrodextrins 
9 PoOs 0/9 POs 019 PoOs 
0,173 0,492 0,639 


Wird mit HCl gewaschene Kartoffelstiirke etwa 72 Stunden 
mit ultraviolettem Licht bestrahlt, so erfolgt eine starke Molat- 
verkleinerung. Ein Teil der organischen Substanz laBt sich elektro- 
osmotisch anreichern und zeigt einen P,O,;-Gehalt von iiber 3°... so 
daB 1 Grammatom Phosphor auf etwa 2100g organische Substanz 
oder sechs bis sieben C,,H,.0,)-Gruppen kame‘. 

J. Northrop und I. M. Nelson® mazerierten Starke mit 10°, Salz- 
sdiure auf dem Wasserbade unter RiickfluBkiihlung; wihrend der gréBte 
Teil des Phosphors hierbei abgespalten wurde, hinterblieb noch ein 
Rest, welcher sich als eine Organophosphorsiure erwiesen hat. Nach 
verschiedenen Reinigungsprozessen isolierten die genannten Autoren 
ein Produkt mit 5,24 bis 556°, Phosphor, so daB hier ein Phosphor- 
atom auf etwa drei C,H,,O; kam. SchlieBlich fanden auch H. K. 


1 Amylopektine erhalten durch Elektrodialyse einer 1% Stunde auf 
120° erhitzten Starkelésung. Sol II erhalten durch einstiindiges Erhitzen 
und darauffolgende Elektrodialyse. Sol III erhalten durch einstiindiges 
Erhitzen des mit dem Sol II koexistierenden Gels auf 120° und Elektro- 
dialyse usf. 

2 C. r. 148, 400, 1906. 

3 M. Samec, Kolloidchemie der Starke. Dresden-Leipzig 1927. 8S. 460. 

* Kolloidchemische Beihefte 28, 389, 1926. 

5 Amer. Soc. 88, 472, 1916. 
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Barrenscheen und W. Albers! in keimendem Samen eine Oktaamylose- 
Phosphorsiure vor. 

Die Retention von Phosphor bis zu dieser Desaggregationsstufe der 
Starke laBt sich ebensowenig wie die anderen hier angefiihrten Daten ohne 
weiteres mit einer Komplexstellung des gesamten Phosphors vereinigen. 

G. Malfitano griindete seine Hypothese auf Versuche, welche 
mit dem Kleister-Sol (also vorwiegend Amylosen) ausgefiihrt worden 
sind. Er hatte das Material, auf dessen Verhalten unsere Amylopektin- 
theorie auigebaut ist, demnach nicht naher untersucht, und so ist eine 
Divergenz zwischen seinen und unseren Ansichten leicht begreiflich. 

Wenn nun auch nach diesen Darlegungen das Gros des Phosphors 
in Form von ionisierenden sauren Gruppen vorhanden ist. welche 
zur normalen Salzbildung befahigt ist, so darf nicht iibersehen werden, 
daB eine gewisse Retention von Kationen sowohl von H. Tryller als 
auch von uns beobachtet wurde. Bei fast gianzlicher zahlenmabiger 
Ubereinstimmung zwischen H. Tryller und uns ergab sich auf 1g 
Phosphor (andere saure Gruppen als Phosphor berechnet) ein Rest 


von 0,19 Aquivalenten Kationen. Diese Menge wiirde bei . 
Neutralisation nach dem von uns 
festgestellten Typus ... . . . 0,19: 1,6 = 0,12 Grammatomen P 
bei Bestehen eines Komplexes ersten , 
J Sa ere, Sle? eR a P 
bei Bestehen eines Komplexes 
sweiten Grades ........ 0,19:1,5 = 0,13 9 rE 
bei Bestehen eines Komplexes 
aritten Grades. ...«.-..«. + O£19:1,0 = 0,19 ‘is P 
entsprechen. 


100 g Trockensubstanz enthalten bei unserem elektrodialytisch 
gereinigten Amylopektin 53.10~° Aquivalente Basen. Nach der 
eben gefundenen Relation wiirden diesen 0.00027 Grammatome 
P = 0,0192 g P,O, entsprechen. Analog berechnen wir aus den Kat- 
ionen bei Annahme eines Komplexes ersten Grades 0,0096, zweiten 
Grades 0,019 und dritten Grades 0,0288 g P,O,; auf 100g Trocken- 
substanz. 

Wie wir schon zeigen konnten, 1aBt sich die Demineralisation des 
Amylosensols viel weiter treiben; bei der Fraktionierung des Amylo- 
pektins durch Kochen unter Druck und Elektrodialyse aber ergeben 
sich Sole, welche laut Tabelle ITI wesentlich phosphorreicher sind, und 
es scheint in der Tat die Grenze der Jleichten Abspaltbarkeit des 
Phosphors durch Kochen bei etwa 0,02°,, P,O; zu liegen. 

Fiir diesen Phosphorrest kann demnach die Malfitanosche Kom- 
plextheorie Geltung haben, sofern fiir das vom Gros abweichende 


1 Diese Zeitschr. 197, 261, 1928. 
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Verhalten nicht eine Deckung des Phosphors durch stickstoffhaltige 
Verbindungen verantwortlich zu machen ist. Hieriiber miibten be- 
sondere Versuche noch Aufklérung bringen!. 


Die Kieselsiure im Stirkemicell. 

Neben der Phosphorsaure findet sich auch die Kieselsiure regel- 
maBig in den Starkekérnern vor. G. Malfitano schreibt auch dieser 
eine Komplexstellung zu. D. R. Ling und D. R. Nanji* nehmen gar 
eine esterartige Bindung an. Nun besteht aber zwischen der Kieselsiure 
und der Phosphorsaure in den Starkekérnern ein prinzipieller Unter- 
schied. Die erstere laBt sich durch HF glatt auswaschen, die letztere 
widersteht dem Waschen mit Saure hartnickig. Tabelle [IV enthalt 
hierfiir einige analytische Belege. 


Tabelle IV. Phosphorséure und Kieselséure in der Weizenstarke. 





Art der Reinigung. Gewaschen 
Ungewaschen fiinfmal mit zehnmal mit fiinfmal mit 


1°/,iger HCl 1°/,iger HCl 1°/,iger Hy Fe 
9/9 %o 9% %lo 
Asche. . . 0,294 0,954 0,035 0.036 
ithe és 0,019 0,009 0,008 0,000 
ae 0,149 0,104 0,093 0,112 


Aus ihnen folgt, daB die Kationen sowohl mit HCl als auch mit 
H,F, fast gleich gut ausgewaschen werden kénnen. Der P,O,-Gehalt 
wird durch das Waschen mit Salzsiure um etwa ein Drittel, der SiO,- 
Gehalt um die Halfte des urspriinglichen Wertes herabgedriickt. Die 
FluBsaure entfernt das SiO, véllig, der P,O,-Gehalt aber sinkt etwa 
um so viel wie bei dem Waschen mit HCl. Aus dieser Tatsache konnte 
man den SchluB ziehen, daB die nach dem Waschen mit HCl in der 
Starke zuriickbleibenden Kationen zu der Phosphorsaure in Beziehung 
stehen, und daf das SiO, als solches im Starkekorn vorhanden ist. 
Die leichte Auswaschbarkeit der Kieselsiure ist unserer Ansicht nach 
weder mit der Komplexstellung noch mit einer esterartigen Bindung 
recht vereinbar. Um eine dieser beiden Hypothesen aufrecht zu er- 
halten, miBte man die Hilfsannahme machen, da® die Kieselsiure- 
komplexe oder Kieselsiureester unvergleichlich viel leichter zerstért 
werden, als die entsprechenden Phosphorverbindungen. 


Kationen. 


Der physikochemische Zustand der Starke ist durch die Kationen, 
welche dem Amylophosphation als Gegenion entsprechen, sehr weit 


1 Uber die Aquivalenz von Phosphor und Stickstoff in den héheren 
Solen vgl. M.Samec und Meda Blinc, Kolloidchem. Beih. 1930. 
2 Soc. 127, 652, 1925. 
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gehend bestimmt, aber auch dariiber hinaus iiben Kationen (etwa in 
Form von Hydroxyden zugesetzt) einen groBen EinfluB auf die Starke- 
substanz aus. 


Betrachten wir zunichst die Viskositét von Stirkelésangen auf 
Zusatz von verschiedenen Basen, so zeigt sich, daB NaOH, KOH und 
Ba(OH), in den niedrigsten Konzentrationen (in welchen die Reaktion 
mit Phosphorsdure im Vordergrunde steht) eine gleichsinnige Anderung 
der inneren Reibung bedingen: Ein anfinglicher Anstieg, darauf- 
folgender Abfall und ein abermaliger Anstieg derselben. Fiir 1 °., Starke 
sind diese Wirkungen bei 1 . 10~* n Lauge beendet. In héheren Konzen- 
trationen zeigen sich aber wesentliche Unterschiede zwischen den 
einzelnen Kationen. Natrium- und Kaliumhydroxyd steigern die 
Viskositat ungemein, Ammoniumhydroxyd bleibt ziemlich ohne Wirkung, 
Bariumhydroxyd hebt zunachst die Viskositaét ein wenig und driickt sie 
dann herab. Die NaOQH- und KOH-Starken bleiben klar und lésungs- 
stabil, die Lésung der Ba(OH),-Starke aber wird triibe und flockt 
alsbald aus. Diese spezifischen Kationenwirkungen aéuBern sich demnach 
besonders in jenen Konzentrationsgebieten, in welchen wir die Amylat- 
bildung anzunehmen geneigt sind!. 


Aber auch der Wechsel der Kationen im Amylophosphat andert 
schon sehr stark bestimmte Eigenschaften der Starkekérner. H. Tryller? 
lie8 auf Superiorstirke der Campagne 1920 eine 2°,ige Lésung von 
CaCl,, MgCl,, K,SO,, NaCl oder NH,Cl einwirken, wusch die Stirke 
bis zur Chlorfreiheit des Waschwassers aus und analysierte die erhaltenen 
Produkte. In der Asche herrschte immer jenes Kation vor, mit dessen 
Lésung die Starke gewaschen worden ist, immer aber blieb das Verhiltnis 
der Kationen zum Phosphor konstant und betrug 1,3 bis 1,4 Aquivalente 
Kationen auf ein Grammatom Phosphor, erreichte also ahnliche Werte, 
wie wir bei der Neutralisation der Amylopektine mit Basen beobachten 
konnten. 


Die Kalkstirke schmeckte kreideartig, die Magnesiastirke hatte 
einen milden Geschmack und erzeugte ein leichtes Gefiihl der Warme 
auf der Zunge, die Kalium- und Natriumstirken erinnerten an Weizen- 
mehl, und die Ammoniakstirke erzeugte ein schwach prickelndes Gefiihl 
auf der Zunge. 


Diese Versuche zeigen, da die Amylcphosphorsaure einer doppelten 
Umsetzung mit verschiedenen Salzen fahig ist, und daB hierbei ein 
ebenso grofer prozentueller Anteil des im Stirkekorn enthaltenen 
Phosphors beteiligt ist, wie bei der Neutralisation der Starkelésung. 


1 KolHoidechemische Beihefte 8, 49, 1916. 
2 H. Tryller, Chem.-Ztg. 44, 833, 1920. 
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Die Kationen, welche die hier beschriebenen Eigenschaftsinderungen 
bedingen, sind demnach sicherlich nicht in einem Komplex maskiert. 
G. Malfitano behandelte den Bodensatz, welcher sich aus einem 
1% igen Stirkekleister abscheidet (also ungefahr das Amylopektin), 
einzelweise mit HCl, NaCl sowie MgCl, + NH,OH, wusch die Elektro- 
lyte mit Wasser aus, erhitzte die so behandelte Starke mit so viel Wasser, 
daB bei 100° ein fliissiger und klarer Kleister entstand, und brachte 
die Lésungen dann zum Gefrieren. Die dabei entstandenen Coagula 
gaben, solange sie feucht waren, mit heiben Wasser Kleister, die sich 
voneinander nicht wesentlich anterschieden, getrocknet aber grobe 
Differenzen ergaben. Die HCl-Starke gab eine klare, leicht flieBende 
Lésung, welche selbst in einer Konzentration von 10 bis 15°, noch 
kein Gel bildete. Die NaCl-Starke lieferte einen viskosen Kleister 
und in einer Konzentration von 4 bis 5°, ein Gel, aus der mit Mag- 
nesiumchlorid und Ammoniak vorbehandelten Starke erhalt man aber 
nur ein schwer lésliches Produkt, welches bei Abkiihlen der Lésung 
wieder ausfallt. Diese Beobachtung stimmt véllig zu unserer seinerzeit 
gemachten Beobachtung, dab die Art der Kationen fiir die Zustands- 
formen der Starke mitbestimmend ist. Wollte man sie jedoch als ein 
Beweismoment zugunsten der Komplextheorie auswerten, miiBte man 
annehmen, daB beim Erhitzen: der Stirkegele bis 100° und darauf- 
folgendem Ausfrieren Komplexbildungen erfolgen. Wenn dies nicht 
geschehen wiirde, so ware bei der Einwirkung der genannten Elektrolyte 
nur ein Austausch der AuBenionen denkbar, und die Ansichten von 
G. Malfitano und uns kamen véllig zur Deckung. Vergleicht man hiermit 
die Analysen von H. Tryller, welche einen weitgehenden Ionenaustausch 
in der Kalte und im intakten Starkekorn beweisen, so stehen wir vor 
der Frage, ob ein Kationenwandel in dem von H. Tryller beobachteten 
AusmaB bereits imstande ist, die von G. Malfitano festgestellten groRen 
Unterschiede im Verhalten der Stirkesubstanz zu decken: 

Wir wiederholten, dieser Fragestellung folgend, den Malfitanoschen 
Versuch mit einer Reihe von Salzen, von welchen wir je ein Aquivalent 
auf eine C,,H,)0,9-Gruppe verwendeten. Die mit den Salzlésungen ge- 
waschenen Starkeportionen wurden im Gegensatz zu G. Malfitano ohne 
vorheriges Erhitzen mit Wasser und nachfolgendes Ausfrieren direkt im 
Vakuum iiber Schwefelsaure getrocknet, so da also eine eventuell statt- 
findende Komplexumbildung durch das Erhitzen auf 100° vermieden 
wurde. Die getrockneten Produkte wurden mit der hundertfachen Menge 
Wasser zusammengebracht und die nach 24stiindigem Stehen bei 20°, 
einstiindigem Erhitzen auf 100° und einhalbstiindigem Erhitzen auf 
120° bzw. auf 138° in Lésung gegangene Substanzmenge bestimmt. 

100 g unserer bei 105° getrockneten Kartoffelstarke hatten folgende 
Aschenzusammensetzung : 
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Sid, | P,0; | 80; cad MgO  Na,O  K,0 


Stirkekérner . . . . | 0,090 0,140 0,009 0,0395 | 0,024 0,018 | 0,019 
Gel (elektrodialytisch 

abgeschieden)* . . | 0,004 | 0,160 | 0,000 0,0017  0,0006 | 0,0072 0,0072 
Elektrodialytisch er- 

haltenes Sol* . . . || 0,020 | 0,0061 0,000 0,000 | 0,0008 0,000 | 0,000 


* 29/,ige Stirkelésung 1/. Stunde auf 120° erhitzt. 


Die Léslichkeitsverhaltnisse zeigt Tabelle V. Bei allen Schwan- 
kungen, welche begreiflicherweise solche Zahlen zeigen miissen, lassen 
sich doch recht deutliche Einfliisse der verschiedenen Kationen feststellen. 
Die Solsubstanz getrocknet, erscheint im allgemeinen am schwersten 
, léslich**, mit HCl vorgewaschen, liefert sie die bekannten klaren Sole. 
In der Reihe der Alkali- und der Erdalkalimetalle nimmt im allgemeinen 
mit steigendem Atomgewicht die Léslichkeit der betreffenden Salz- 
starke ab. Sehr leicht dispergierbar sind die mit Li-, NH,-, Sr-, Ca- und 
Mn-Jonen behandelten Starken, am schwersten die mit Barium und 
Kupfersalzen gewaschenen. Beim Amylopektin, also dem phosphor- 
reichen Gel, sind die Verhaltnisse etwas verschoben am leichtesten 
dispergierbar sind die mit HCl and NaCl behandelten Produkte, am 
schwersten dispergierbar die Sr-, Ba- uad Cu-Starken. Die Mg-Starken 
stehen dazwischen. Mit dieser Feststellung gehen unsere Versuche also 
konform mit den Beobachtangen von @. Malfitano. 


Tabelle V. 


Léslichkeit von Starkesalzkombinationen in Wasser, 





Solsubstanzen Gelsubstanzen 








Substanz 24 Std. 1 Std. ll, Std. 1/, Std. 24 Std. I/y Std. 


bei 159°C bei 100°C bei 120°C =~pei 138°C) bei 15°C bei 100°C 
Oly Oo %5 O19 lo 9 

Sol allen. ..... | 1,51 | 20,76 | 59,26 | 100,00, 2,71 | 100,00 
» $LiGl. 1.) 189 3488 | 7810 100,00 2:35 100,00 
" +NaCl |... | (B85) 30.43 | 5156 | 100.00 9,28 | 100,00 
”" +KCl..... «828 2762 | 7366 | 10000 | 279 | 100,00 
” +NH,Cl.... 258 | 37.47 | 79,51 | 100,00 116 | 100,00 
” 4MgCh. +.) 214 38,39 | 42.29 100,00 2:55 100,00 
" 4CaCl.... | 3738 | 3843 | 7862 | 100,00 302 | 100,00 
" +£srCh .... | 820.) 4721 | 5908 10000 | 1.48 100,00 
” +BaCkh .... «170 | 3615 | 4095 | 100,00 1,43 | 100,00 
" 4£CuCh .... «848 © 2686 | 5281 | 100,00 3,76 | 100,00 
" 4H... . | 384) 3921 | 5753 | 100,00 | 1,64 | 100,00 
”" +MnCl.... «(096 © 4363 | 7871 | 109,00 | 542 | 100,00 
" +NiCh .... | «119 | 3474 | 87:49 | 109,00 | 1.96 | 100,00 
” tal HCl . | ~~ 42'35 9370 | 100,00 100,00 | 22°86 — 100,00 
, +{MeCh+NHs | 395 3469 | 71,52 100,00 5,11 | 100,00 


+NH,Cl_ |i 
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Die Sol-Substanzen gehen bei 138°, die Gelsubstanzen bereits bei 
100° véllig in Lésung, doch scheiden sich die gelésten Produkte beim 
Abkiihlen wieder teilweise aus. 

Da in unserem Falle eine Komplexanderung nicht recht anzunehmen 
ist, kénnen wir folgern, daf die geschilderten Verschiedenheiten auf eine 
Verschiedenheit der Molatoberfliche zuriickzufiihren sind. 

In diesem Zusammenhang sind nachstehende Versuche nicht 
uninteressant. Wir trankten Streifen von Filtrierpapier mit Lésungen 
der beiden Starkekomponenten (Sol und Gel) sowie mit Kombinationen 
dieser Komponenten mit Salz. Die Lésung wurde auf die Papierstreifen 
(180 x 15 mm) tropfenweise aufgetragen, die getrinkten Papiere auf 
einem Holzrahmen getrocknet und diese Behandlung zehnmal wieder- 
holt. Die verwendete Gelkonzentration betrug Sol- 
konzentration 0,48°,. Die Salzmenge war so berechnet, dais ein Aqui- 
valent des Metallions auf ein (,,H,,0,, kam. Die impragnierten und 
getrockneten Papierstreifen wurden im Schoperschen Apparat gepriift 
und das Resultat auf Rei®langen umgerechnet. Bezeichnen wir mit q 
die Reibfestigkeit in Kilogramm, mit a das Gewicht des Papierstreifens 
in Gramm (100 mm lang, 15 mm breit) und mit / die Lange des Papier- 
streifens beim ReiBen durch sein eigenes Gewicht, so betraigt die Reib- 
lange | = 100 q/a Meter. Die Resultate enthalt Tabelle V1. 


0,57°%, die 


Tabelle VI. 





ReiBlange mit Starkesalzkombinationen imprignierter Papierstreifen. 
Papier allein Sol 0,48 °/ Gel 0,57 Jo 
qinkg!/aing|linm)qinkg aing | linm \ginkg,) ain g # linm 
Ohne Salze . 0,65 | 0,089 | 730,38 3,46 0,115 3009 2,30 0,104 2212 
LiCl . 0,40 | 0,073 | 584,0 2,26 0,115 1965 2,06 0,102 2020 
NaCl. 0,50 | 0,097 | 515.5 2,57 0,115 | 2235 2,23 0,102 , 2186 
KCl. 0,49 | 0,093 | 526.9 2,55 0,113 | 2256 2,10 0,104 2019 
NH,Cl . 0,46 | 0,094 4894 266 O11 2396 2,08 0,196 | 1962 
MgCl, . 0,35 | 0,095 368.4 2,85 | 0,114 | 2500 2,00 0,102 1961 
CaCl, 0,44 | 0,093 | 473.1 2,70 | 0,086 3140 2,00 0,105 1905 
SrCl, 0,52 | 0,092 565.2 2,30 | 0,108 | 2130 | 2,20 0,100 2200 
BaCl, 0,54 | 0,094 | 374.5. 2,81 0,115 2444 2,09 0,098 2133 
CuCl, 0,44 | 0,089 | 494.4 3,17 0,113 2805 2,51 0,104 | 2413 
HgCl, . 0,50 | 0,098 | 510,2 | 2,90 0,108 2685 2,62 0,104 2520 
MnCl, . 0,39 | 0,096 | 466.2 ' 2.65 0,118 2246) 2.44 0,106 . 2302 
Nicl, . 0,38 | 0,092  413,0 | 2,78 | 0,111 | 2505 240 0,100 2400 
in HCl ... | 0,15 | 0,094 1560 0,30 0,106 283 0,90 0,097 928 
MgCl, + NH, 
+ NH,CI. 0,39 0,095 410,5 2,16 0113 1911 1,63 0101 1614 


Wenn auch sich hier vielerlei Einfliisse iiberlagern und neben der Salz.- 
wirkung auf die Starkemolate auch noch eine solche auf die Papierfaser 
stattfindet, so zeigt sich doch eine gewisse Richtung der Salzwirkungen. 
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Die Salze, welche das In-Lésung-Gehen bei 100° férdern, erniedrigen 
im allgemeinen die Reiffestigkeit und umgekehrt. Die gréBte Reif. 
festigkeit bedingt die Solsubstanz allein, ohne alle Zusiitze, sie geht in 
Wasser auBerst sch.wer in Losung; sie haftet aber auch am Papier derart 
fest, daB man sie mit Wasser nicht auswaschen kann. 

Das Amylopektin geht leichter in Lésung, die ZerreiBfestigkeit 
der damit getrinkten Streifen ist geringer, und Wasser eluiert vom 
Papierstreifen so viel Amylopektin, daB man eine schwache Jodfarbe 
beobachtet. Das Beladen der Stirkesubstanz mit Elektrolyten er- 
niedrigt bei allen individuellen Schwankungen die Reiflinge. 

Auch bei diesen Versuchen kénnen wir an einen Komplexumbau 
nicht denken. 

Das Wasser. 

Die Ansicht von G. Malfitano, daB das Wasser am Aufbau der 
Stirkemicelle aktiv beteiligt ist, scheint uns heute als bewiesen. Be- 
Kanntlich griindet sich diese Ansicht auf der Beobachtung, daB Starke, 
namentlich wenn sie mit Sauren vorgewaschen wurde, beim scharfen 
Austrocknen léslich wird und _ reichlich durch Kolloidmembrane 
hindurechgebracht werden kann. Dieses Verhalten haben wir wiederholt 
nach den verschiedensten Seiten hin tiberpriift und bestatigt gefunden. 
Sehr gut stimmt damit auch die Beobachtung iiberein, da nur wasser 
haltige Starke réntgenspektrographisch eine gittermabige Anordnung 
der Bausteine zu verfolgen erlaubt. Véllig entwasserte Starke zeigt nur 
ganz verschwommene Ringe!. 

Die Veranderungen der Stirke, welche G. Malfitano bei Behandlung 
mit absolutem Alkohol konstatierte und welche zur Bildung léslicher 
Starke fiihren, sind sicherlich durch einen Wasserentzug bedingt. 

Es ist ferner nicht ausgeschloessen, daB hierbei eine Verseifung der 
Amylophosphate einsetzt_ analog wie z. B. die Cellulose-Schwefelsaure- 
ester durch Alkohol glatt zerlegt werden. 


Die Micellartheorie von K. H. Meyer. 


K. H. Meyer weist in seiner Chemie der Micelle auf zwei mégliche 
Stellungen der Phosphorsiure im Starkemicell hin, welche wir hier 
noch nicht diskutiert haben. Zwei benachbarte Hauptvalenzketten 
kénnte man sich derart verbunden denken, daB zwei Hydroxyle der 
Phosphorsaure mit zwei Hauptvalenzketten verestert waren. Im nicht 
verquollenen Stiarkekorn kénnte man sich analog einen Tri-Ester vor- 
stellen. 

DaB eine solche Gruppierung fiir das Gros der Phosphorsaure 
nicht denkbar ist, folgt schon aus den bisher angefiihrten Versuchs 


1 K. H. Meyer, H. Hopff und H. Mark, B. 62, 1111, 1929. 
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ergebnissen. Eine Veresterung aller drei Hydroxyle wiirde ja eine 
Betatigung der Starke als Siure ausschlieBen, eine Veresterung von 
zwei OH-Gruppen zu einer einbasischen Organo-Phosphorsaure fiihren. 
H. Tryllers Versuche zeigen aber, wie erwahnt, daB auch im Starkekorn 
auf jedes Grammatom Phosphor 1.5 bis 1,6 Aquivalente Basen unter 
Bildung eines neutralen Produktes gebunden werden. Aus dem gleichen 
Grunde ist auch die Annahme, das im Kleister die Phosphorsiure als 
.. Vernahmolekiil‘‘ vorhanden ist, von der Hand zu weisen. Auch hier 
ist ja eine Laugenaufnahme von 1,6 Aquivalenten pro Grammatom 
Phosphor nachgewiesen. 

Bei der Weizenstairke versuchten wir seinerzeit die Maskierung 
des Phosphors durch die Annahme eines Di-Esters zu erkliren und 
priften in diesem Zusammenhange, ob bei anhaltendem Erhitzen mit 
Wasser, welches eine Verseifung des Esters bedingen’ miiBte, eine 
Aktivierung der Phosphorsaure erfolgt. Es zeigte sich, daB zwar 
etwas Phosphorsaure in dialysable Form tibergeht, der zuriickbleibende 
Phosphor aber bleibt maskiert wie vor dem Kochen unter Druck. 
Die mittlere Molatgr68e nimmt hierbei nicht merklich ab, und doch 
miiBte sie bei der Verseifung eines Di-Esters auf die Halfte des 
Anfangswertes sinken !. 

Es kame demnach auch fiir die Annahme eines mehrfachen Esters 
nur der in Tabelle LIL angegebene Restphosphor in Betracht. Da 
neben diesem aber auch bisher stets Restkationen gefunden wurden, 
sehen wir vorlaiufig fiir die Annahme eines Phosphorsiure-Polyesters 
keine geniigende experimentelle Stiitze. 

DaB im allgemeinen die Micellartheorie von K. H. Meyer mit der 
Theorie von G. Malfitano leicht zur Deckung gebracht werden kann, 
wurde schon erwahnt. 

Die Polymeren von Polymeren waren eben Aggregate von Haupt- 
valenzketten mit dem Zusatz, daB in diesen wenigstens teilweise eine 
gittermabige Ordnung vorhanden ist. Die Méglichkeit eines permu- 
toiden Durchreagierens in das Micell eingelagerter Elemente oder 
Elementgruppen tragt dem Verhalten der Starkesubstanzen sehr gut 
Rechnung. 

Das strenge G. Malfitanosche Postulat nach der Existenz von 
Komplexen mit ganzlicher Maskierung der eingebauten lonen kann 
nicht fiir den gesamten, wohl aber fiir den.,,Restphosphor und die 
, Restkationen‘‘ Geltung haben. 

Die Theorie der esterartigen Bindung behalt auch nach dieser 
Revision fiir die Hauptmenge des im Starkekorn vorhandenen Phosphors 
ausreichende experimentelle Fundierung. 


1 M. Samec, diese Zeitschr. 186, 345, 1927. 
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Auch ein Komplex ersten Grades wiirde zu dem hier geschilderten 
Verhalten der Amylophosphorsiure gut passen, doch wiirde die 
Entfernung des Phosphors in diesem Falle nur bei Komplex- 
zerstérung, also unter starker Abnahme der mittleren Molatgrébe 
erfolgen, was aber mit dem Experiment nicht in Einklang steht. 
Auch sprechen die vdélligen Analogien, welche zwischen den nach 
typischen Veresterungsreaktionen erhaltenen synthetischen Amylo- 
pektinen und dem natiirlichen Amylopektin gefunden worden sind, 
zugunsten der Estertheorie. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die Micellartheorie von G. Mal- 
fitano und von K.H. Meyer auf ihre Haltbarkeit im Hinblick auf 
das physikochemische Verhalten der Stirkesubstanzen tiberprift. Es 
ergab sich, daB die G. Malfitanosche Komplextheorie fiir einen kleinen 
Bruchteil des Phosphors und der Kationen Geltung haben kann, wahrend 
fiir das Gros des Phosphors die Estertheorie am besten den Tatsachen 
entspricht. Die Annahme einer mehrfachen Veresterung der Phosphor- 
siure erscheint heute experimentell noch nicht gestiitzt. 

Im Laufe dieser Diskussion wurden verschiedene Aschenanalysen 
von Stiarkesubstanzen, nene Angaben iiber das ..Jn-Lésung-Gehen* 
getrockneter Stirke-Salzkombinationen und Angaben iiber die Reib- 
festigkeit solcher Kombinationen mitgeteilt. 
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Uber den Einflu6 verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


XIII. Mitteilung!?: 
Die Verdauung des MuskeleiweiBes durch Pepsin in Gegenwart von Chinin. 


Von 


J. A. Smorodinzew und E, A. Sweschnikowa. 
(Aus der chemischen Abteilung des Tropeninstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In den vorlaufigen Mitteilungen gelang es uns zu beweisen, dab 
die Hemmung der Eiwei8verdauung durch Pepsin in Gegenwart von 
verschiedenen Stoffen nicht nur von den durch diese hervorgerufenen 
Verschiebungen der aktuellen Reaktion des Milieus verursacht wird. 
Die Reaktion kann unverandert bleiben, wahrend der Verdauungs- 
vorgang bei geniigender Anhaufung von Chlorionen im Milieu, welche 
sich in der Lésung infolge der elektrolytischen Spaltung der gut disso- 
ziierenden K- und Na-Salze ansammeln, doch verlangsamt werden 
kann. Und doch verlieren die an Chlorionen armeren Lésungen salz- 
sauren Chinins von gleichem ProzentgehaJt wie die Na- und K-Chlorid- 
lésungen jede Einwirkung auf den Verlauf der Eiweiverdauung, 
wenn gleichzeitig fiir die Erhaltung von konstantem pg gesorgt wird. 
Um die Hypothese von der Bedeutung der Cl’-Lonen zu _ bekriftigen, 
stellten wir Versuche mit MuskeleiweiB an, welches infolge der Be- 
sonderheiten seines Herstellungsverfahrens einen UberschuB8 von 
Cl’-Ionen enthielt, und fiihrten diesen parallel zum Vergleich auch 
eine Verdauung von EiereiweiB aus. 


I. 
Methodik der Untersuchung. 
Herstellungsverfahren der Kapillaren mit Muskeleiweif. 


Muskelgewebe vom Rinde wird peinlichst von Fett und Binde- 
gewebe befreit und in der Fleischmaschine zerkleinert. Auf 100g 


1 XII. Mitteilung: J. A. Smorodinzew, A. N. Adowa und J. N. Pikoul, 
diese Zeitschr. 218, 380, 1929. 
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Muskelbrei kommen dann 250ccm 10 °,iges NH,Cl, nach Verlauf 
von 24 Stunden wird durch Mull koliert, auf welchem Wege etwa 
150 ccm Salzlésung des Muskelglobulins gewonnen werden. Die Ge- 
rinnung des Eiweifes in den Kapillaren wird bei 60° im Laufe von 
2 bis 3 Minuten erzielt. Bei Eiwei$lésungen von schwacherer Kon- 
zentration verlauft der Gerinnungsvorgang andersartig; auBerdem 
beeinfluBt die Temperatur, bei welcher die Gerinnung ausgefiihrt 
wird, wie auch die Dauer der Erhitzung die Eigenschaften des in den 
Kapillaren eingeschlossenen EiweiSes. 

Die Versuchsanordnung war beim Muskeleiwei8 und beim Hiihner- 
eiwei3 immer die gleiche. Wir mischten gleiche Volumina 1 iger 
Pepsinlésung in 0,1 n HCl und des zu untersuchenden Chlorids (somit 
enthielt das Gemisch immer 0,5°, Pepsin und 0,05n HCl). In je 
2 ccm dieses Gemisches wurden immer 6 bis 12 Stunden lang im Brut- 
schrank bei 38 bis 39° je zwei Kapillaren mit Muskeleiwei8 verdaut. 

Die Linge des Siulchens des verdauten Eiweifes wurde immer 
mit den Standardkapillaren verglichen, welche in den Kontrollréhrchen 
unter Zusatz von Wasser statt der Salze verdaut wurden. (Genauer 
gesagt, mit dem Durchschnitt der Lange beider Kapillaren des Kontroll- 
gemisches.) In zehn ahnlichen Versuchen berechneten wir simtliche 
Abweichungen, sowohl] Beschleunigungen als auch Hemmungen, des 
Verdauungsprozesses des EiweiBes in Gegenwart der gepriiften Salze 
gegentiber den Standardkapillaren in den Kontrollkélbchen. Es erwies 
sich dabei, daB 4/,,mol. vor, Kalium-, Natrium- und Chininchlorid 
den Verdauungsvorgang des MuskeleiweiBes in demselben Mafe 
hemmten wié die Verdauung des EiereiweiBes, in stirkeren Ver- 
diinnungen aber waren sie von keiner praktischen Einwirkung auf den 
Vorgang, d.h. die Anzahl der gehemmten Fille war der Zahl der be- 
schleunigten ungefahr gleich (Tabelle I). 

In Tabelle II fiihren wir die Menge des in den Gemischen mit 
den Chloriden verdauten EiweiBes in Prozenten an, wobei als 100 °% 
die in den Kontrollkélbchen mit Wasser (an Stelle der Salzlésungen) 
verdauten EiweiBmengen angenommen worden sind. 

Die Ergebnisse jedes einzelnen Versuchs und insbesondere die 
aus je 10 Versuchen berechneten Durchschnittszahlen zeugen iiberein- 
stimmend davon, da 1/4mol. simtlicher gepriiften Salze den Ver- 
dauungsvorgang des MuskeleiweiBes durch Pepsin deutlich hemmt. 
Zwischen der Wirkung von NaCl und KCl kann kein Unterschied in 
simtlichen Konzentrationsbereichen festgestellt werden : '/,, mol. beider 
Salze hemmt den Verdauungsvorgang eindeutig, wahrend 4/459 bis 
‘/so000 Ohne Einwirkung ist. Es tritt ebenso deutlich hervor, da 
der Hemmungsgrad fiir '/,)mol. salzsauren Chinins (1°) im Vergleich 
zu K- oder Na-Chlorid von derselben molaren Konzentration (0,15 


f. 


Tabelle 
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bis 0,19°,) viel starker ausgesprochen war. In den Konzentrationen 
1/9 DIS */4o999MOl. (0,1 bis 0,001 °%) iibt das Chinin ebenfalls keine 
Einwirkung auf den Verlauf der MuskeleiweiBverdauung aus. Diese 
Versuche zeigten, daB in bezug auf die Konzentration die Chloride 
des Kaliums, Natriums und des Chinins ebenso auf die Muskeleiweif- 
verdauung einwirken, wie wir es fiir das EiereiweiB festgestellt hatten!, 
nur der Grad der Hemmung bei den maximalen von uns gepriiften 
Konzentrationen simtlicher Chloride erwies sich beim Muskeleiwei8 
als etwas kleiner als beim Eiereiweif (84 bis 94°, gegeniiber 78 bis 89 °,). 


Il. 

Zur Verfolgung der Verschiebungen des py bei der Zusammen- 
setzung der Verdauungsgemische und des Einflusses der H-Kon- 
zentration auf den Verlauf der Myosinverdauung bestimmten wir 
in simtlichen von uns untersuchten Lésungen und ihren Gemischen 
die H -Konzentration elektrometrisch mittels der Chinhydronelektrode. 
Aus den Tabellen III und IV folgt, daB, obgleich das py der Ausgangs- 
lésungen der salzsauren Verbindungen von K, Na und Chinin in den 
Konzentrationen 1/59 bis 1/s999,mol. fast das gleiche war, doch nach 
Versetzen dieser Lésungen mit der Pepsinlésung eine starkere Ver- 
schiebung nach der alkalischen Seite nur im Falle des Chinins statt- 
fand. Es folgt daraus, daB der Zusatz des Chinins eine Bindung eines 
Teiles der Salzsiure hervorruft, wodurch die H’-Konzentration ver- 
mindert wird und bereits deshalb eine Verschlechterung der Be- 
dingungen der EiweiBverdauung in solchen chininhaltigen Gemischen 
statttinden mu. 

Die Untersuchung der Einwirkung des salzsauren Chinins auf 
die Verdauung des EiereiweiBes zeigte uns, dais die dabei beobachtete 
Hemmung von der Einwirkung des Chinins auf das Eiwei abhangig 
ist. Wird dieser Verschiebung durch Hinzufiigen eines geringen Saure- 
iiberschusses zu den Gemischen von starkerem Chiningehalt  vor- 


Tabelle III. 
pu der Ausgangslésungen. 








Ausgangslisung Konzentration Pu Ausgangslisung Konzentration Pu 
HCl O1n 1,15, Chinin 199 mol. 6,21, 
HCl 0,15n 0,91, e Woo » 6,75, 
HCl 0,2n 0,82, n '/2000 » 6,77, 

Pepsin Nr.6 1%b.0,inHCl 1,13, K Cl / a 6,51, 

= ” 6 1%, ” 0,2 n HCl 1,08, K Cl 1 200 6,78. 
» 9» 2.1%, 0inHCl! 1,19, NaCl {gee 6,75, 
»  @ 1 11%, 0,tnHCl! 1,16, NaCl a « 6,92, 


! J. A. Smorodinzew, E. A. Sweschnikowa, diese Zeitschr. 208. 151, 1929. 
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Tabelle 1V. 


pu der Gemische. 





Zusammensetzung des Gemisches und Konzentration Pu 
der benutzten Lisungen des Gemisches 


Pepsin Nr. 2, 1% + HCl 0,2n 1,32 
™ =: a. + HCl 0,15n 1,38, 
a ~ 2 + HCl 0,1n 1,43, 
s » » 1% + HCl 0,2n 1,32, 
a » » s* + HCl 0,1n 1,43, 
a > a + HCl 0,1n + Chinin 4/99 mol. 1,79. 
* = &, 4 + HCl 0,1n 4 = eon x 1,67, 
” n 2, 1% + HCl 0,1n + ” ‘e000 » 1,57, 
9 ” 2 1% - H Cl 0,1 n tT - 1 20000 » 1,455 
‘ — SA + HCl 0,15n { a . 1,455 
‘ » » 1% + HCl 0,.2n +KCl ‘9 , 1,065 
o — F. 4 + HCl 0,2n +NaCl Yo , 1,13, 
= 6x + HCl 0,1n +KCl Yeo , 1,45, 
ts » & 1% + HCl 0,in +NaCl "oo 1,43, 


gebeugt, so wird die Hemmung durch den Ausgleich des px der 
Gemische aufgehoben. Ebensolche Versuche stellten wir auch mit 
dem Myosin an. 

Tabelle V und Abb. 1 zeigen, da8B mit der Zunahme des py (von 
1,43 bis auf 1,79) der Prozentsatz des verdauten Myosins kleiner wird, 
er erreicht sein Minimum (87,4°,) bei 1°,igem Gehalt an Chinin 
im Gemisch, wobei die Chininkonzentrationen kleiner als 0,6 °,, werden, 
die keinen EinfluB auf das py ausiiben, auch keine Veranderungen in 
den Mengen des verdauten EiweiBes im Vergleich zu den Kontrollproben 
hervorrufen. Bei Ausgleich des py (1,45; erhéht sich der Prozentsatz 
des verdauten Myosins (92 bis 93°), jedoch wird im Gegensatz zum 
EiereiweiB die Hemmung nicht véllig aufgehoben. Es kann angenommen 
werden, daB die Hemmung in diesem Falle nicht nur durch die Herab- 
setzung des py, sondern auch durch die Anhaufung der Cl’-Ionen 
verursacht wird. In den Versuchen mit Eiereiwei® trat der Hemmungs- 
effekt der Cl’-Ionen nur in den Proben mit den maximalen NaCl-, KCl- 
Konzentrationen hervor. Im Myosin, welches durch Auslaugen des 
Muskelgewebes mit 10°, igem NH,Cl angefertigt wurde, war die 
Cl’-Konzentration héher und erreichte anscheinend gerade in den- 
jenigen Proben, bei welchen 0,8 bis 1°, salzsauren Chinins hinzu- 
gefiigt wurde, die Grenze der Empfindlichkeit des Pepsins gegeniiber 
diesen Ionen. 

Nachdem der experimentelle Teil dieser Arbeit abgeschlossen 
war!, erhielten wir Kenntnis von der Arbeit von McMeekin®, in 


1 


Vorgetragen im Moskauer Tropeninstitut am 28. Januar 1929. 
2 T.L. McMeekin, Journ. of biol. Chem. 78, 43, 1928. 
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Tabelle V. 


Prozente des verdauten Eiweifes im Verhaltnis zum Kontrollversuch; die 
Menge des im letzteren verdauten EiweiBes wurde als 100% angenommen. 





Konzentration 


des Chinins Pu verschieden 


in mol. | in %J ll 13 15 17 19 21 23 25 Durechsehn 


40 1,0 89,5| 86,5 89,2) 89,2 862) 87,9) 81,9; 886 87,4 
50 0,8 90,4; 92,2; 90,3) 98,5) 87,7) 91,3; 95,0) 953: 92,0 
70 0,6 93,1; 97,5, 96,6; 95,8, 98,5) 97,2; 986) 97,0) 95,6 
100 0,4 99,3 94,7 94,9) 96,7 94,1) 99,8) 958 99.6 96,9 
200 0,2 98,9  100,0 | 100,8 | 101,38 102,5/ 100,2| 94,7 983 99.6 
400 0.1 | 102,9 97,5 100,3 | 102,7|102,9) 89,6|101,4 1033 99,7 





Konzentration 


des Chinins Pu ausgeglichen 


in mol. in %J/p 12 14 1 | 18 20 22 24 26 =| Durchschn 


ao 1,0 95,0| 93,3; 95,3) 95,8) 90,9 | 87,3 | 91,3; 90,7} 92,5 
” 0,8 94,1/ 90,0 97,0) 94,4) 938 839 | 913 97,2) 92,7 
70 0,6 1015) 986) 982 99,0 991 | 966 |) 99,1 96,1) 98,7 
‘100 0,4 92.4} 101,0! 97,9 97,0 99,1 | 96,6 |100,0,101,7' 98,2 
vo ~—s-9,2-—=|,«:100,0 | 94,9  101,8 | 101,8 97,1 | 96,6 (101.2 91,3) 981 
400 0,1 994/100, 99.0 97,3) 995 97,1 1023 981 99,1 








nT at 4808 48 40 
Chiningehalt im Gemisch (% %) 


Abb. 1. 
--- Ausgeglichenes py. —— Verinderliches py. 


Menge d verdauten Liweiles 


welcher bewiesen wird, dai die Chloride von Na, K, Ca und Ba in 
Konzentrationen tiber n/250 den Vorgang der Pepsinverdauung von 
Eiereiwei8 hemmen; somit findet die von einem von uns! bereits 1921 
geauBerte Vermutung von der direkten Einwirkung der Cl’-Ionen auf 
die Pepsinhydrolyse des Eiweifes eine Bestitigung durch McMeekin, 
der eine von unserer abweichende Methodik anwandte. 


Ill. 
Die oben beschriebenen Versuche zeigen, daB es einen Paralle- 
lismus zwischen der Einwirkung der Chloride auf die Verdauung des 


' J. A. Smorodinzew, Russ. physiol. journ. 4, 103, 1921. 
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Kier und MuskeleiweiBes gibt, daB jedoch auch Unterschiede bestehen, 
die davon abhingen, daB die Myosinlésung einen Uberschu8 von Cl’ 
im Vergleich zum Eiereiwei8 enthalt und auBerdem das MuskeleiweiB 
vom Pepsin Jeichter als das Eieralbumin verdaut wird. Die Verdauung 
eines 12 bis 14mm hohen EiereiweiBsiulchens dauerte unter unseren 
Bedingungen etwa 24 Stunden, wahrend dieselbe Menge Muskel- 
eiwei8 im Laufe von 5 bis 6 Stunden verdaut wurde. Zur Bequem- 
lichkeit und gréBeren Genauigkeit des Vergleichs der Verdauungs- 
geschwindigkeit beider EiweiBarten fanden wir es zweckmibBig, in 
simtlichen Versuchen das Gewicht der verdauten EiweiBsiulchen in 
Milligramm pro Millimeter Lange zu bestimmen. Wir wogen in einem 
Kélbchen eine bestimmte Anzahl von mit EiereiweiB oder Myosin 
gefiillten Kapillaren ab und trockneten sie bis zum konstanten Gewicht 
in einem Exsikkator tiber H,SO,*; darauf wurde das Eiwei8 durch 
Pepsin verdaut. Auf diese Weise bestimmten wir das Durchschnitts- 
gewicht von 1mm Ejwei8S und das seines Trockenriickstandes. 
Zwecks Bestimmung der im Laufe einer Stunde bei 38 bis 39° verdauten 
Mengen beider EiweiBarten summierten wir die Lange simtlicher 
Saulchen des in allen Versuchen verdauten EiweiBes und erhielten 
durch Division dieser Summe durch die Gesamtdauer der Verdauung 
die Durchschnittsmenge des verdauten Pepsins in Milligramm pro 
Stunde. 


Beim Vergleich der Daten der Tabellen VI, VII und VIII, auf 
Grund welcher die Abb. 2 und 3 gezeichnet sind, sehen wir, daB das 
Myosin (1,3 mg pro Stunde) dreimal schneller verdaut wird als Hiihner- 
eiweiB (0,41 bis 0,42 mg pro Stunde). In diesen Tabellen tritt eben‘alls 
die hemmende : Wirkung +/,)mol. Lésungen samtlicher Chloride wie 
auch ihre starkere Einwirkung auf die Verdauung des EiereiweiBes 
deutlich hervor. 
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Monzentrationen 


Abb. 2. Verdauung von Eiereiweif. 
mmm NaCl ceveeee K Cl. Chinin. 





* Nachfolgendes Erhitzen im Trockenschrank bis auf 115 bis 120° ergab 
keine weitere Gewichtsverminderung. 
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Tabelle VIII. 
Muskeleiwei8. 
Kontroll- Na Cl 
yersuch ag 
er 4 . 40 : 4000 : 40000 
Gesamtmenge des verdauten 
Eiweibes in mm 250,3 237.5 249,0 250,9 249.8 
Dasselbe in mg 100,1 95,0 99.6 1004 99,9 
Verdautes Kiwei8 in mg/Std. 1,3 1,2 1,3 1,3 1,3 
Kontroll- KCl 
versuch = ——_ ine a - a Seti T 4 nee 
Gesamtmenge des verdauten z 
Eiweibes in mm . 250,3 235,3 250,1 247,0 247,0 
Dasselbe in mg 100,1 94,1 100,0 98,8 98.8 
Verdautes Eiweib in mg/Std. 1,3 1,2 1,3 1,3 1,3 
eteai. Salzsaures Chinin 
versuch i a ae ane I 
40 400 . 4000 1 40 0 
Gesamtmenge des verdauten 
Kiweiges in mm 250,3 212.5 249.9 249,1 253,3 
Dasselbe in mg 100,1 85,0 100,0 99,6 101,3 
Verdautes Eiweib in mg/Std. 1,3 1,1 1,3 1,3 1,3 
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Konzentrationen 


Verdauung des Myosins 


SchluBfolgerungen. 


1. Die salzsauren Salze des Natriums, Kaliums und Chinins tiben 
in einer 1/,)mol. Konzentration, d.h. bei einem Gehalt von 0,15 bzw. 
0,19 bzw. 1% im Milieu, einen hemmenden EinfluB auf den Vorgang 
der Verdauung des MuskeleiweiSes durch das Pepsin aus. 


2. Kalium- und Natriumchlorid beeinflussen den Verdauungs- 
vorgang in simtlichen gepriiften Konzentrationen gleichartig. 
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Protok 
Pu verse hieden 
Ly Wasser Sak lzsy 
’ b 1%, 0,8) 0,68 4 
Lange des verdauten Ki- 11 
weibsiulchens in mm 10,0 11.4 10.0 9.6 9,7 11.2 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . ‘ 11,7 11,6 10,0 10,6 11,2 11, 
Pu vor der Verdauung . 1,45 _ 1,79, 1,68. - 
Pu nach der Verdauung . 1,46, ~- — 1,70. 
Lange des verdauten Ei- 13 
weibsaulchens in mm 12.6 11,6 10,6 11,5 12,0 118 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . ; 12.6 12,0 10,5 11,0 11,8 11,3 
Pu vor der Verdauung , 1.45, — 1,80, 1,75: 1,69, 157 
Pa nach der Verdauung . 1,46, _- — 1,79, — 1.6 
Lange des verdauten Ki- 15 
weibsaulchens in mm 17,4 17,9 15,4 16,3 17,0 16 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 17,6 17, 16.0 15,5 17,1 16,7 
Pu vor der Verdauung . 1,44, - 1,78, — 1,68, 
Pu nach der Verdauung . 1,46, 1,80, -- — 
Lange des verdauten Ki- 17 
weibsiulchens in mm 17,6 17,8 15,6 15,9 16,3 16 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 16,8 17,1 15,3 16,5 16,9 16, 
Pu vor der Verdauung . 1,45, 1,79, 1,75, 1,65, 157 
Pu nach der Verdauung . 1,47, - 1,77, — 1 
Lange des verdauten Ki- 19 
weibsaulchens in mm 94 10,4 9.0 8,5 10,0 10,1 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 10.4 10,4 8,5 9,3 10,0 9) 
Pu vor der V erdauung . 1,43, - 1 813 1,79; 1,7 1.63 
Pu nach der Verdauung 1,45, - 1,80, — 1 6 
Lange des verdauten KEi- 21 
weiBsaulchens in mm 11,7 11,8 10,2 10,5 11,4 11.8 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 11,8 11,8 10,5 11,0 11,5 11,7 
Pu vor der Verdauung . 1,48, — 1,79, 1,72, 1,65, Lf 
pu nach der Verdauung . 1,49. _ 1,80, 1,75; 1,66, 1,65 
Lange des verdauten Ki- 23 
weibsaulchens in mm 16 18,0 16,4 17,1 17,5 164 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 18,3 19,0 13,0 17,0 17,9 18, 
Pu vor der Verdauung . 1,46, — 1,75; 1,72; 1,67, 1,57 
Pu nach der Verdauung . 1 ATs — 1,805 1,74, -- 1,59 
Lange des verdauten Ki- 25 
weiBsaulchens in mm 18,3 17,5 15,8 17,0 17,1 17,{ 
Dasselbe in der zweiten 
Kapillare . 15,5 19,0 15,3 16,5 17,0 18,' 
Pa vor der V erdauung . 1,45, — 1,77 — 68 
Pu nach der Verdauung . 1,47, - - 1,70, 





: 
: 
1 
: 


i 1, 563 














Protok 
i 
Salz 
0 4 
14 
ee. 
11, 
i 
s 
118 
LJ 
| 13 
Lf 
16, 
16.7 
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wtsetzung). 
Pu ausgeglichen 
§ Shy — ‘Wasser ~ Salzsaures Chinin 
ee 0,1! a b 1%» 0,8 9), 0,65 04° 0.2/9 01° 
. 12 
4.1 11,5 11,7 11,2 10,7 11,0 11,6 9,6 11,6 11,5 
m0 © 11,5 15 113 110 | 105 115 (115 12 11,2 
i) 50), 1,46 1,41, - 1,46, 1,45, 1,43, — 1,42, 1,42, 
t 1,47, 1,43, -- — 1,44, 1,43, 
q 14 
5 12,0 12,4 11,7 11,8 11,0 12,1 12,0 12,0 12,3 
19 11,8 12,2 12,6 11,0 11,0 12,0 12,7 11,2 12,1 
1,55, 1,48 1,43, — 1,459 1,44, 1,43, - 1,42, 
1,45, 1,45, — ~- — 1,45, 1,44. 
16 
a7.8 17,5 17,4 17,7 16,3 17,0 16,8 17,1 17,9 17,1 
7,7 17,8 17,1 17,7 17,0 16,9 17,5 17,1 17,7 17,5 
1,55, 1,46, 1,44, — 1,43, 1,45, — 1,42, 1,44, 1,43, 
1.57, 1,46, — - 1,46, - 1,45, 
18 
74 17,7 17,1 18,4 16,8 16,7 17,5 17,0 18,0 16,5 
7.7 17,9 16,7 17,5 16,6 16,2 17,0 16,8 17,5 17,4 
1,49, 1,45, - 1,43, 1,44, 1,41, 1,42, 1.44, 1,45, 
; _— 1,46, - 1,46 - 1,44, 1,46, 
q 20 
14 10,4 10,4 10,4 9.5 10,0 10,4 10,9 10,1 10,5 
10.4 10,5 10,6 10,4 9,5 9.6 10,3 10,4 10,2 10,3 
£1.56, 1,50, 1,46, - 1,45, 1,44, 1,43, 1,42, 
1,5% 1,47; _— _— 1,45. 1,44, 
22 
1,8 10,0 11,7 11,8 10,0 10,4 10,8 11,6 11,8 11,7 
1,8 11,1 11,9 11,8 10,6 9,4 12,0 11.2 11,0 11,2 
1,56, 1,48, 1,45, — 1,43, 1,44, i,45, 144, 1,43, 
1,60,') 1,495 1,46,| - 1,45, a 1.465 
24 
3 18,3 16,7 16,0 14,8 14,3 16,8 17.5 17,5 17,4 
7,7 18,1 18,2 18,0 16,6 17,2 17,3 16,9 17,3 17,8 
155, 1,50, 1,43, - 1,46, 1,44, 1,42, 1,42, 
oe 1,51, 1,44, - — 1,44, 1,44, 
26 
07.5 18,3 18,0 17,7 (|| 15,7 17,0 17,1 i8,0 17,0 17.5 
(0 18,0 17,7 17,6 16,5 17,5 17,0 18,1 15,4 17,3 
1,563 1,50, 1,455 — 1,43, 1.44, 1,45, 1,44, 143, 1,45 
1,58, 1,46, — 1,46, 1,47, 1,46, 
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3. Salzsaures Chinin hemmt bei 1/4) mol. Konzentration die Ver- 
dauung stirker als aquimolare Kalium- und Natriumchloridlésungen. 


4. Salzsaures Chinin in einer Konzentration von 0,1 bis 0,001 °, 
iibt weder einen beschleunigenden noch einen hemmenden Einflu8 
auf den Vorgang der Pepsinverdauung des Myosins aus. 


5. Natrium- und Kaliumchlorid bei einer Konzentration von 
0,015 bzw. 0,019 °%%, bis 0,00015 bzw. 0.00019 °, im Milieu beeinflussen 
die Pepsinverdauung des MuskeleiweiBes weder beschleunigend noch 
hemmend. 


6. Die hemmende Wirkung des salzsauren Chinins tritt bei einem 
0,6 bis 1 igen Gehalt im Milieu hervor. 


7. Die erwahnten Konzentrationen des salzsauren Chinins (0,6 
bis 1°.) verschieben das py des Milieus iiber die Grenze des Optimums 
der Pepsineinwirkung auf das Eiweif. 


8. Bei Erhéhung des Sauregrades des Milicus bis zum Optimum 
der Pepsineinwirkung wird die hemmende Einwirkung des salzsauren 
Chinins auf die Verdauung des Myosins abgeschwacht. 


9. Die Ursache des hemmenden Einflusses der starkeren Chinin- 
lésungen liegt in der von ihnen erzeugten Verschiebung der aktuellen 
Reaktion des Milieus nach der alkalischen Seite vom Optimum der 
Pepsineinwirkung auf das Eiweif hinweg. 


10. Die Menge des Trockenriickstandes ist in den Kapillaren 
mit Myosin und HiihnereiweiB ungefahr die gleiche (etwa 11,6°,). 


11. Im Laufe einer Stunde werden bei 38° unter unseren Versuchs- 
bedingungen 0,41 bis 0,42 mg Eiereiwei8 und 1,3 mg Muskeleiweif 
verdaut. 








Eine rasch ausfiihrbare Mikroarsenbestimmungsmethode 


fiir organische Stoffe. 


Von 
Th. von Fellenberg. 


(Aus dem Laboratorium des Eidgenéssischen Gesundheitsamtes in Bern.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei allen analytischen Methoden, welche in der Biochemie an- 
gewendet werden, ist nicht nur eine geniigende Genauigkeit erforderlich, 
es ist auch von allergréBter Wichtigkeit, daB die Methoden verhaltnis- 
maBig rasch ausfihrbar sind; denn oft kénnen nur dann Untersuchungen 
auf geniigend breiter Grundlage in Angriff genommen werden, um die 
sich bietenden Fragen in der wiinschbaren Zeit einer Klarung naher- 
zubringen. So war es fiir mich eine Notwendigkeit, bevor die in der 
folgenden Arbeit niedergelegten Untersuchungen in Angriff genommen 
wurden, vorerst eine verhaltnismaBig rasch auszufiihrende Arsen- 
bestimmungsmethode auszuarbeiten. Die Methode von Billeter', 
welche wohl als die bisher empfindlichste bezeichnet werden kann, 
fiel wegen ihrer zeitraubenden Technik nicht in Betracht und auch 
die nephelometrische Methode von Kleinmann und Pangritz*, eben- 
falls eine sehr empfindliche Methode, konnte aus demselben Grunde 
nicht befriedigen. , 

Die hier angewandte Methode, bei welcher ich mich in den einzelnen 
Phasen an bereits bestehende Methoden anlehnte bzw. sie iibernahm, 
besteht kurz in folgendem: 1. Verbrennung der Substanz mit Wasserstoff- 
superoxyd und Schwefelsiure. 2. Schneiderdestillation zur Abtrennung 
des Arsens als Trichlorid. 3. Uberfiihrung in das Sulfid. 4. Isolierung 
des Sulfids. 5. Titration mit Permanganat in alkalischer Lisung. Dazu 
kommt noch bei den kleinsten Mengen 6. die kolorimetrische Kontrolle 
nach Sanger- Black in einem besonderen Apparitchen von sehr kleinen 
Dimensionen. 


1 Billeter und Marfurt, Helv. Chim. Act. 6, 771, 780, 1923; Billeter, 
Mitt. a. d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg. 15, 152, 1924. 
2 Diese Zeitschr. 185, 14, 1927. 
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1. Die Verbrennung des organischen Materials. 

In der Regel werden 100 g frischer Substanz oder 20 g getrockneten 
Materials in Arbeit genommen. Die Verbrennung geschieht in einem 
250er Kjeldahlkolben in schwefelsaurem Medium mit 30°, igem Per- 
hydrol nach dem Verfahren von EZ. Schulek und P. v. Villecz', wobei 
dafiir zu sorgen ist, daB sich die Schwefelsiure nie zu stark verdiinnt, 
da sonst das Perhydrol schlecht ausgenutzt wird. Ich verwende méglichst 
wenig Schwefelsiure, verhaltnismaBig viel weniger als die genannten 
Autoren, in der Regel 3 bis 4cem, um die Menge der Reagenzien auf 
das Minimum herabzusetzen. Das Perhydrol (nach Pharmakopoe) 
ist nach meinen Erfahrungen stets vollkommen arsenfrei. In der 
Schwefelsiure und der Salzsaure (reinste Praparate von Merck) lassen 
sich hingegen Spuren von Arsen nachweisen. Sie werden bei der Aus- 
fiihrung eines Blindversuchs beriicksichtigt. 

Das Ausgangsmaterial wird in der Regel vorerst getrocknet. 
Damit die Reaktion nicht zu stiirmisch wird, empfiehlt es sich, nur 
etwa 5g auf einmai zu verbrennen. Man iibergieSt dies Material in 
einem 250-ccem-Kjeldahlkolben mit 4 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure und setzt einige Kubikzentimeter Wasserstoffsuperoxyd hinzu, 
wonach die Reaktion meist nach einigen Sekunden einsetzt. Wenn 
sie nicht erfolgt, wird sorgfaltig erwarmt. Man fiigt nun, sobald die 
Reaktion etwas nachlaBt, weitere kleine Mengen Perhydrol hinzu, 
besonders aber mu der Zusatz gleich gemacht werden, sobald die 
Lésung anfingt, sich zu braéunen. Sollte namlich das Perhydrol ganz 
verbraucht sein, so kénnte Arsen entweichen. Ganz besonders gefihrlich 
ist dies in Gegenwart von Halogenséuren, weil hier das Arsen als leicht 
fliichtiges Arsenhalogenid abdestilliert. Eine leichte Braunung des 
Reaktionsprodukts ist hingegen noch kein Anzeichen, dab wirklich 
schon ein Arsenverlust eingetreten ist ; sie tritt ein, bevor alles Perhydrol 
verbraucht ist. 

Die verschiedenen organischen Materialien reagieren verschieden 
rasch und in verschieden stark schwefelsaurer Lésung. Durch jeden 
Zusatz von Perhydrol tritt eine gewisse Verdiinnung der Schwefelsaure 
ein, da nicht alles mit diesem Reagens zugesetzte und alles durch die 
Verbrennung entstandene Wasser sogleich entweicht. Manche Sub- 
stanzen verbrennen nun schon in der verdiinnteren Saure ziemlich weit- 
gehend; es bleiben aber viele Verbindungen zuriick, welche eine starkere 
Konzentration erfordern. Wenn daher die Reaktion trage wird, mu 
abgekocht werden, um die Schwefelséure wieder auf die nétige Konzen- 
tration zu bringen. Dabei achtet man wieder sorgfiitig auf jede auf- 
tretende Braunung und beugt ihr sogleich durch einen kleinen Gu 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 76, 81, 1929. 
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Perhydrol vor. Es kommt vor, besonders bei tierischen Materialien, 
daB die Reaktion beim Konzentrieren plétzlich auBerordentlich heftig 
wird, auch wenn man nicht weiter erhitzt. Wenn dann die erste leichte 
Braunung auftritt, ist es tiberhaupt kaum mehr méglich, Perhydrol 
zuzugieBen, da der entweichende Dampf das Eingegossene wieder 
hinausschleudert. In solchen Fallen mu8 also der Zusatz schon gemacht 
werden, sowie das heftigere Sieden eintritt. Kommt man zu spat mit 
dem Zusatz, so kann schlieBlich Selbstentziindung im Kolben eintreten, 
wobei natiirlich Arsenverluste entstehen miissen. Bei solchen Sub- 
stanzen ist die Verbrennung mit kleineren Mengen, etwa mit 1 bis 2 g 
auf einmal, durchzufiihren. 

Die letzten Reste der organischen Substanz erfordern stets eine 
hohe Schwefelsiurekonzentration. Das Perhydrol wird also in die 
beinahe siedende Schwefelsiure in kleinen Giissen eingegeben, wobei 
stets ein Teil unverbraucht verdampft bzw. sich zersetzt. Die Aus- 
nutzung ist daher eine schlechte. Auch ist Gefahr vorhanden, daB 
der Verbrennungskolben springt. Man tut deshalb gut, die Lésung 
in diesem Stadium jeweils vor dem niachsten Zusatz etwas abkiihlen 
zu lassen. Es kommt vor, daB sich die allerletzten Anteile sehr schwer 
verbrennen lassen; besonders ist dies der Fall bei dem Wachs, welches 
den Uberzug der Friichte bildet. Es verbrennt eigentlich erst dann, 
wenn die Schwefelsiurekonzentration so hoch ist, daB es sich darin lést. 
Bei dieser Konzentration ist aber das zuletzt zugesetzte Perhydrol 
bereits zersetzt, und ein erneuter Zusatz bedingt sofort wieder eine 
Ausscheidung des Wachses. Man tut daher gut, diese letzten Reste 
durch einige Tropfen rauchender Salpetersiiure zu verbrennen. Man 
setze aber wirklich die Salpetersiure erst ganz gegen Schlu8 zu, da man 
sonst zu viel davon verbraucht und dann ihren eventuellen Arsen. 
gehalt in Rechnung ziehen muB. 

Die Verbrennung wird gegen Schlu8 in dem 250-cem-Kolben 
unbequem, da wir nur noch wenig Fliissigkeit haben. Man spiilt die 
Lésung daher in einen 80 ccm fassenden, weithalsigen Kolben tiber 
(Halsdurchmesser z. B. 2,4 cm) und dampft wieder ein. 

Die Verbrennung ist beendigt, wenn dicke Nebel von Schwefelsaure 
entweichen und die Lésung gleichzeitig so gut wie farbles ist. Ein 
gelblicher Ton kann von dem vorhandenen Eisen herriihren und ver- 
schwindet nach dem Abkiihlen wieder. 

Hat man gegen SchluB mit Salpetersiure verbrannt, so sind noch 
Reste davon als Nitrosylschwefelsiiure zugegen. Es geniigt nicht mit 
Sicherheit, sie durch Verdiinnen der Lésung und nochmaliges Ab- 
rauchen zu entfernen. Man la8t die Lésung abkiihlen und setzt 1 bis 
2ccm gesattigter Oxalsdiurelésung hinzu'. Nun raucht man wieder 


1 Vgl. Cox, Analyst. 50. 3, 1925. 
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ab, wobei die Salpetersiure und zugleich auch die tiberschiissige Oxal- 
sdure zersetzt wird. 

Als anzuwendende Schwefelsiuremenge wurden 4 ccm angegeben. 
Bei tierischen Materialien ist etwas mehr zu nehmen, etwa 6 ccm, 
da viel Schwefelsaure durch das entstehende Ammoniak gebunden wird. 
Man erhalt sonst gegen SchluB stark schiumende Lésungen, welche 
unangenehm weiter zu verarbeiten sind. Auch ist es bei den tierischen 
Materialien ratsam, zum SchluB Oxalsiure zuzusetzen, selbst wenn 
keine Salpeterséure angewendet worden ist; sonst kann es vorkommen, 
daB eine oxydierende Substanz, sei es ein Peroxyd oder aus der Stick- 
stoffsubstanz sich bildende Salpetersdure, auftritt und im spateren 
Analysengang stért. 

Sind Flissigkeiten zu verarbeiten, so andert sich der Analysengang 
unter Umstanden. Von Trinkwasser wird 1 Liter in einem Kolben, in 
welchem man vorsichtshalber vorher etwas Schwefelsiure abgeraucht 
hat, oder auch in einer Porzellanschale unter Zusatz von 2 bis 4 ccm 
Schwefelsiure und etwas Perhydrol weitgehend eingekocht, in das 
Kjeldahlkélbchen tibergefiihrt und eventuell unter erneutem Zusatz 
von etwas Perhydrol abgeraucht. Keinesfalls dampfe man Wasser 
oder irgendeine andere Fliissigkeit unter Zusatz von Soda oder Natron- 
lauge in GlasgefaBen ein. Durch Alkalien werden selbst aus Jenaer 
Glas so betrachtliche Arsenmengen herausgelést, daB die Analyse voll- 
standig gefalscht wird. 

Beim Eindampfen von Wasser hiite man sich auch, zur Ver- 
meidung des Siedeverzugs Siedesteine hinzuzufiigen, weil auch sie 
Arsen abgeben kénnten; hingegen kann man oben zugeschmolzene 
Kapillaren zu diesem Zwecke verwenden. 

Milch und Urin werden in der Weise verbrannt, daB man die 
Flissigkeit mit demselben Volumen Perhydrol versetzt und die Mischung 
portionenweise in die heiBe Schwefelséure eingibt und nach Bediirfnis 
erhitzt. Von Zeit zu Zeit tritt eine leichte Braunung ein, welche anzeigt, 
daB etwas Perhydrol zugefiigt werden muB. Gegen SchluB ist in der 
Regel noch ziemlich viel Perhydrol zu verwenden. 

Flissigkeiten wie Wein oder Bier dampft man vorerst weitgehend 
_ ein und verbzennt sie in der soeben angegebenen Weise. Zucker, Honig, 
' Melasse und dergleichen werden direkt in Perhydrol gelést und eben- 
falls in kleinen Portionen in die Schwefelsiure eingetragen. 

Fetthaltige Materialien sind in der Regel sehr schwer zu ver- 
brennen. Eine Ausnahme machen bei richtigem Arbeiten solche Ma- 
terialien, welche emulgiert sind, wie Milch und Eigelb. Nur miissen 
sie, wie das bei der Milch bereits erwahnt worden ist, der Schwefel- 
siure allmahlich zugesetzt werden. Eier werden vorher hart gekocht 
und das Eigelb in sehr kleinen Portionen eingetragen. Auch bei Leber- 
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tran geht die Verbrennung bei allmahlichem Eintragen noch ziemlich 
befriedigend. Bei den tibrigen Fetten und Olen besteht die Schwierigkeit 
darin, daB sie sich erst bei hoher Konzentration in der Schwefelsiure 
lésen, dann aber gleich sehr heftig reagieren. Die Verbrennung er- 
fordert hier sehr viel Zeit und braucht viel Perhydrol. 


2. Die Schneiderdestillation. 


Es folgt nun nach der vollendeten Verbrennung die sogenannte 
Schneiderdestillation, das Uberdestillieren des Arsens als Arsentri- 
chlorid. Als Reduktionsmittel verwende ich das gebrauchliche Ferro- 
sulfat. Nach alter Erfahrung mu8 auch stets etwas Bromid zugesetzt 
werden, da sonst die Werte, wie speziell auch J. Bang! gezeigt hat, 
zu niedrig ausfallen. 

Auch hier bleibe ich bei dem Grundsatz, méglichst geringe Mengen 
der Reagenzien zu verwenden. Die Menge der schwefelsauren Lésung 
wird geschaétzt, indem man in ein gleiches Kélbchen so 
viel Wasser einpipettiert, bis die Mengen gleich er- 
scheinen. Man verdiinnt die schwefelsaure Lésung nun 
mit demselben Volumen Wasser, kiihlt die Lésung ab 
und gieBt sie in das in Abb.1 abgebildete Destillier- 
kélbchen, dessen kugelige Erweiterung ungefahr 30 ccm 
faBt. Man fiigt nun etwa 0,25 g reines Eisenvitriol und 
etwa 0,02 g Kaliumbromid, beides reinste Merksche 
Praparate, hinzu, sowie 2,5ccm_ reinste konzentrierte 
Salzsiure, mit welcher man das Kjeldahlkélbchen zuvor 
ausgespilt hat. Als Vorlage verwendet man, je nach- 
dem man das Arsentrisulfid durch Destillation oder durch 
Filtration abtrennen will, ein Fraktionierkélbchen von 
30 ccm Inhalt aus tadellos farblosem Glas mit ein- Abb. 1 
geschliffenem Stopfen und hoch angesetztem Ansatzrohr Apparat zur 
oder aber ein 8 bis 10 cem fassendes Réhrchen, welches in ae 


einen kleinen Absaugkolben hineinpaBt. In das eine _ destillation, 


1/2 nat. Grife 





oder andere GefiB werden 2,5cecm Wasser gebracht. 
Das Réhrchen selbst steht zur Kiihlung in einem GefaB mit Wasser. 
Man beginnt nun, mit BMleinem Flimméhen zu destillieren. Anfanglich 
entweicht Salzsiuregas. Wenn die Fliissigkeit anfangt tiberzudestillieren, 
was man daran erkennt, daB die Kugel hei wird, ist das Arsen 
bereits praktisch tibergegangen. Man erhitzt zur Vorsicht noch 
20 Sekunden lang und hebt dann den Destillierapparat, der lose 
eingespannt sein muB, in die Héhe, ohne das Erhitzen zu unter- 
brechen, um so das Zuriicksteigen der Fliissigkeit aus der Vorlage zu 
vermeiden. Die ganze Destillation dauert etwas iiber 1 Minute. 


1 Diese Zeitschr. 161, 193, 1925. 
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8. Die Fallung als Arsentrisulfid. 


Nun folgt die Fallung des Arsens als Trisulfid. Zur Entwicklung 
des Schwefelwasserstoffs eignet sich gut nebenstehendes Apparitchen 
(Abb. 2). Zwei Stiicke Schwefeleisen von ungefahr 1 g Gewicht werden 

in das Glaschen gebracht und mit ungefaéhr 1 cem Salz- 

‘es siure (1:1) iibergossen. Statt eine Waschflasche zu ver- 

| wenden, bringt man ein mehrfach zusammengelegtes, 
feuchtes Stiick Verbandstoff in den oberen Teil des 
Glaschens und setzt den Gummistopfen mit dem engen 
Einleitungsrohr auf. Wenn der Apparat unmittelbar vor 
Beginn der Schneiderdestillation in Gang gesetzt wird, 
ist die Luft nach Beendigung der Destillation durch den 
Schwefelwasserstoff verdringt. Vor jedem Versuch wird 
der Apparat gespiilt und neu gefiillt, wobei natiirlich das 
alte Schwefeleisen wieder Verwendung findet. Der Apparat 
1aBt sich sehr rasch in Gang setzen und belistigt bei 
‘ seinen geringen Dimensionen durchaus nicht. Nach 1?/, 
bis 2 Minuten langem Einleiten ist die Fallung beendigt. 





' 
| 








Abb. 2. ‘ . 
aimed. Es kann gelegentlich vorkommen, daB mit dem Arsen- 
a trisulfid etwas Schwefel ausgeschieden wird. Man erkennt 
apparat, 


\/,nat.Grése. dies deutlich an der viel feineren, weiBlichen Triibung. 

Die Ursache kann entweder darin liegen, daB noch etwas 
unzersetzte Salpetersiure zuyegen ist, falls man solche angewendet 
und nicht geniigend Oxalsiure zugesetzt hatte, oder daB tierische 
Materialien, wie oben erwahnt, noch eine weitere sauerstoffabgebende 
Substanz -enthalten oder gebildet haben, die nicht zersetzt worden 
ist. SchlieBlich kann der Fehler auch in der Destillation liegen. 
Ist die Schwefelsiure zu wenig verdiinnt worden, oder hat man sie 
vor dem Zusatz des Bromids nicht abgekiihlt, oder ist die Destillation 
zu weit getrieben worden, so kann sich freies Brom gebildet haben, 
welches beim Einleiten von Schwefelwasserstoff diesen oxydiert und 
Schwefel abscheidet. Nun wird zwar der Schwefel durch Lauge nicht 
gelést und stért die Bestimmung theoretisch nicht. Es ist aber ein 
Gebot der analytischen Reinlichkeit, ihn zur Sicherheit doch zu 
entfernen. 

Man dampft die Salzsiure in einem Kjedahlkélbchen vorsichtig 
nahezu zur Trockne ein, fiigt 2 bis 3 cem Perhydrol und 2 ccm Schwefel- 
siiure hinzu und raucht ab. Der Rest der Salzsiure wird dabei zu Chlor 
oxydiert, ohne daB sich Trichlorid bilden kann. Nun wird die Schneider- 
destillation nochmals vorgenommen. 

Man kann auch in Zweifelsfillen, wo man glaubt, nicht sicher 
beurteilen zu kénnen, ob eine entstandene Triibung von Arsentrisulfid 
oder von Schwefel herriihrt, die Analyse bis zur Titration weiterfiihren 
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und die Fliissigkeit dann nochmals mit Perhydrol und Schwefelsiure 
abrauchen und neu aufarbeiten. 


4. Isolierung des Sulfids. 


Das Arsentrisulfid bestimme ich ahnlich wie Moérner!. Dieser 
Autor arbeitet zwar mit viel gréBeren Arsenmengen, meist mit 120 
bis 250 y. Auch fallt er das Arsen nicht mit Schwefelwasserstoff, 
sondern mit Thiacetsiure, einem Reagens, welches sich fiir unsere 
Mikrobestimmungen aus verschiedenen Griinden nicht eignet. 

Ich verwendete zwei verschiedene Methoden, um das Arsentrisulfid 
zu isolieren. Der erste Weg ist folgender: Die Fallung wird in dem oben 
beschriebenen Fraktionierkolben vorgenommen und die Fliissigkeit 
auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Man fiigt einige Tropfen 
Wasser hinzu und destilliert diese ebenfalls ab, um die letzten Spuren 
von Salzsiure zu entfernen. Dann wird die Titration direkt im 
Fraktionierkélbchen vorgenommen. 

Bei dieser Arbeitsweise gab der Blindversuch stets ungefaihr 2 y 
Arsen; auch blieb beim Blindversuch stets ein sichtbarer Riickstand, 
obgleich das destillierte Wasser unter Zusatz von Permanganat her- 
gestellt und auf das sorgfiltigste vor Staub geschiitzt worden war. 
DaB der Wert des Blindversuchs nur zum kleinen Teil von Arsen her- 
rihrte, zeigte die Priifung nach Sanger-Black, welche nur 0,2 y Arsen 
anzeigte. 

Spater ging ich, in der Hoffnung, dadurch den Wert des Blind- 
versuchs herabzudriicken, dazu iiber, das Arsensulfid abzufiltrieren, 
und zwar durch ein kleines Stryzowskisches Trichterchen, ein Trichter- 
chen, welches oben am Hals eingeschniirt ist?. Das Ziel wurde zwar 
nicht erreicht; der Wert des Blindversuchs blieb auch hier ungefahr 
derselbe wie bei der Destillation. Der neue Arbeitsgang erwies sich 
aber im tibrigen als bequem. Als Trichterfiillung wurden verschiedene 
Materialien versucht, aufgeschwemmtes Filtrierpapier, Watte, ge- 
reinigte Kieselgur, gefallte Kieselsaure, Glaswolle, Asbest. Am besten 
eignete sich reiner Asbest, welcher mit verdiinnter Schwefelsiure 
und Permanganat aufgekocht, mit schwefliger Saure entfirbt und 
nach dem Abkochen der iiberschiissigen schwefligen Saure sehr gut 
ausgewaschen wird. Man nehme nicht mehr Asbest als notwendig, 
weil der Wert des Blindversuchs durch den Asbest mitbedingt ist. 
Man kann auch ein kleines Platinsieb, ein mit einer Stecknadel durch- 
bohrtes Stiicklein Platinblech von 3 mm Durchmesser, in einen Trichter 
einbringen und mit einer Asbestlage von 2 bis 3mm Dicke versehen. 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 397, 1902. 
2 Siehe Emich. Mikrochein. Praktikum, Miinchen, J. F. Bergmann, 1924. 
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Das Filter wirkt ausgezeichnet. Das Arsentrisulfid bleibt in der 
allerobersten Schicht. Selbst die kleinsten Sulfidmengen, welche sich 
in der Fhissigkeit vom Auge nicht mehr wahrnehmen lassen und sich 
moéglicherweise in echter Lésung befinden, bleiben im Asbest stecken. 
Man kann die Menge des Arsens bis zu einem gewissen Grade nach 
der Gelbfarbung des Filters abschitzen. 2+y Arsen lassen sich noch 
deutlich an der Gelbfarbung erkennen, besonders beim Vergleichen 
mit einem weiBen Kérper. 

Ist das Filter nicht zu dicht, z. B. bei Filtern mit Platinsieb, so 
saugt man am besten durch einen Schlauch mit dem Munde ab, bei 
dichteren Filtern wird ein leichtes Vakuum angesetzt. 

Die Filtration dauert meist weniger als 1 Minute. Man wischt 
nun zweimal mit ungefahr 0,25 ccm Wasser aus, nimmt den Trichter 
aus der Saugflasche und spiilt diese, indem man sie zweimal voll- 
staindig mit Wasser fillt und ausgieBt, um jede Spur von Schwefel- 
wasserstoff zu entfernen. Das Réhrchen, in welchem die Fallung vor- 
genommen worden ist, wird auch gespiilt und sorgfaltig in die Saug- 
flasche eingebracht. Nun setzt man den Trichter wieder auf und bedeckt 
den Niederschlag mit 1 bis 2, bei groBen Arsenmengen mit 3 Tropfen 
n/2 NaOH und saugt sehr sorgfaltig ab. Nun wird das Filter noch 
portionenweise mit im ganzen 1,5ccm Wasser ausgewaschen. Das 
Filtrat ist dann bereit zur Titration. 


5. Titration. 


Die Titration wird folgendermafen ausgefiihrt. Man fiigt zu 
der alkalischen Lésung iiberschiissige n/100 KMn0O,-Lésung hinzu, 
und zwar wird dabei je nach der Menge des Sulfids eine kleinere oder 
gréBere Pipette benutzt. Bei Sulfidmengen, welche man in Suspension 
nicht oder kaum wahrnahm und welche auf dem Asbestfilter keine 
oder eine nur schwache Gelbfairbung ergaben, sind 0,1 ccm fassende, 
in */,999cem eingeteilte Pipetten am Platze, fiir deutliche Nieder- 
schlige 1 ccm fassende und in 1/;5,cem eingeteilte Pipetten. Wer 
das Arbeiten mit ,Biiretten vorzieht, kann auch entsprechend ein- 
geteilte Mikrobiiretten benutzen. 

Die Permanganatlésung wird portionenweise zugesetzt, und zwar 
nimmt man fiir die blinden Versuche und die allerkleinsten Arsenmengen 
mindestens 0,08 ccm, fiir gréBere Gehalte entsprechend mehr. Dabei 
dient folgendes Merkmal als Kriterium. Bei raschem Zusatz soll eine 
einen kurzen Moment sichtbare rétliche Firbung auftreten; dann 
ist man sicher, daB Permanganat in geniigendem Uberschu8 vorhanden 
ist. Die rétliche Farbung macht indes gleich einer braunlichen Platz. 
Man legt nun die Pipette sorgfaltig auf den Tisch, um sie nachher 
wieder zu benutzen und fiigt n/100 Oxalsiure in geniigender Menge 
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hinzu, um das iiberschiissige Permanganat vollstandig zu reduzieren. 
Bei den kleinsten Mengen werden gleich 0,08 ccm Oxalsiure zugesetzt. 
Man sauert nun mit konzentrierter Schwefelsaure an, bei den kleinsten 
Fliissigkeitsmengen mit 5 Tropfen, bei héheren Arsengehalten, wo 
das Volumen durch die zugesetzten Reagenzien betrichtlich erhéht 
worden ist, entsprechend mehr, bis 10 oder 15 Tropfen, und erwirmt 
etwas. Die Lésung soll sich nun volistandig entfirben. Tritt dies nicht 
ein, so wird noch etwas Oxalsaure, eventuell auch noch etwas Schwefel- 
sdure zugegeben. Wenn die Entfarbung eingetreten ist, titriert man 
die iiberschiissige Oxalsiure mit Permanganat wieder zuriick. Der 
Wirkungswert der Oxalsiure muB8 tiglich neu bestimmt werden. Man 
zieht ihn vom Permanganatverbrauch ab und zieht ferner den be- 
sonders ermittelten Wert eines Blindversuchs ab. Es bleibt der Per- 
manganatverbrauch, welcher dem Arsen entspricht. 

Morner hebt besonders hervor, daB der Permanganatiiberschu8 in 
der alkalischen Lésung betrichtlich sein miisse. Wenn man sich an 
das Kriterium der eben beginnenden Rétung halt, ist keine Gefahr 
vorhanden, daB zu wenig zugesetzt wird. 

Bei der Titration ist noch folgendes zu beachten. Bei solchen 
Mikrotitrationen, bei welchen ja viel weniger als 1 Tropfen auf einmal 
gugefiigt wird, erfolgt der Zusatz stets in der Weise, daB die Spitze 
der Pipette den Rand des GefaBes beriihrt und daB die Fliissigkeit 
daran abgestrichen wird. Dabei kommt die Pipettenspitze mit der 
stark sauren Lésung in Beriihrung, und das nachste Mal, wenn Per- 
manganat entnommen wird, séuert man die Permanganatlésung etwas 
an, Es zeigte sich, da8 die Permanganatlésung darunter leidet. Man 
gieBt daher taglich aus der Vorratsflasche etwas Permanganatlésung in 
ein besonderes K6élbchen und bedeckt dieses zum Schutz gegen Staub 
mit einem Becherglas. Aber auch wenn diese VorsichtsmaBregel getroffen 
wird, ist die n/100 Permanganatlésung nicht linger als einen Monat 
haltbar. Allmahlich werden die Titrationen etwas weniger scharf, bei 
gré8eren Arsenmenger macht die Entfarbung der braunen Lésung mit 
Oxalsiure Schwierigkeiten, es scheiden sich gar Flocken von Braunstein 
ab, welche kaum mehr in Lésung zu bringen sind. Tritt dies ein, so ist es 
héchste Zeit, die Permanganatlésung durch eine frische zu ersetzen. 
Man beobachtet dann, da8 die alte Lésung gegeniiber der frischen auch 
in der Farbe etwas verandert ist; sic ist etwas rétlicher geworden. 

Was den Chemismus der Reaktion betrifft, so wird das Arsen- 
trisulfid durch die Lauge in Arsenit und Thioarsenit zerlegt, und diese 
beiden Verbindungen werden durch das Permanganat zu Arsensaéure 
und der Schwefel zu Schwefelsiure oxydiert. Die theoretische Brutto- 
formel fiirdie Reaktion lautet : 


As,S, + 14.0 = As, 0, + 3 SOs. 
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Nach Mérner werden auch diese 14 Atome Sauerstoff auf 1 Molekiil 
As,S, verbraucht. Bei meinen Untersuchungen kam ich jedoch immer 
auf einen Verbrauch von nur etwa 11 Atomen, gleichgiiltig, ob kleinere 
oder gréBere Mengen bis zu 100 y angewendet werden. Als ich die Be- 
stimmungen noch durch Abdestillieren der Salzsiure ausfiihrte, zog 
ich die Méglichkeit in Betracht, daB sich bei dieser Operation aus dem 
Arsentrisulfid Oxysulfid, As,O8,, kénnte gebildet haben. Diese Ver- 
bindung erfordert theoretisch 11 Atome Sauerstoff zur vollstandigen 
Verbrennung. Diese Méglichkeit scheidet indessen aus, da ich so gut 
wie dieselben Werte durch Filtration erhalten habe. Die Ursache 
des Minderverbrauchs an Permanganat ist somit ganz unklar, und wir 
tun am besten, die experimentel) ermittelten Beziehungen zwischen 
Permanganatverbrauch und Arsengehalt unseren Berechnungen zu- 
grunde zu legen, und da haben wir gefunden, daB 1 com KMnQ, statt 
53,6 y Arsen bei den héheren Werten — bis 250y ist gepriift worden 
— 70 bis 72y Arsen entspricht. Fiir die niedrigeren Werte sind 
empirische Kurven und danach Tabellen aufgestellt worden, die etwas 
variieren, je nachdem das Sulfid durch Destillation oder durch Filtration 
isoliert worden ist. 


6. Kolorimetrische Kontrolle nach Sanger-Black. 


Nach der Titration wird in denjenigen Fallen, wo der Arsengehalt 
unter 5 liegt, eine kolorimetrische Kontrolle nach der modifizierten 





Abb. 3. 


Apparat zur 


As-Bestim- 
mung nach 
Sanger- 
Black, 
'/o natiirl. 
Gribe. 


Methode von Sanger-Black! vorgenommen. Meine Modi- 
fikation besteht darin, daB das Appariatchen etwas ein- 
facher konstruiert und in kleineren Dimensionen gehalten 
wird, so daB noch Arsenmengen bis zu 0,2 y herunter deut- 
lich wahrgenommen werden kénnen. Der Apparat ist in 
Abb. 3 wiedergegeben. In das 5 ccm fassende Entwicklungs- 
gefaB wird die schwefelsaure Lésung eingegossen, und zwar 
soll die Fliissigkeit nicht héher stehen als bis zu der bei 
2,5ccm Inhalt angebrachten Marke. Ist weniger Fliissig- 
keit vorhanden, so wird bis zur Marke mit Wasser ver- 
diinnt. Man gibt nun ein kleines Stiicklein Platinblech in 
die Flasche, wirft ein Stiicklein reinstes granuliertes Zink 
von Merck (etwa 0,5 g) hinein und verschlieBt sogleich mit 
dem Aufsatz. Dieser enthalt in seinem unteren Raume einen 
schmalen Streifen Verbandstoff, welcher mit Wasser ge- 
waschen, gut ausgepreBt und mit 2 Tropfen doppelt nor- 
maler Bleizuckerlésung getrankt ist, um jede Spur von 
Schwefelwasserstoff, die sich etwa durch Reduktion der 


1 Siehe Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 2. 
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Schwefelsiure bilden kénnte, zuriickzuhalten. Eine Fiillung geniigt 
fiir ungefahr 20 Bestimmungen. Uber diesem Waschraum ist ein 
Réhrchen von knapp 2mm innerem Durchmesser angeschmolzen, in 
welches ein 1 mm breiter Streifen Sublimatpapier hineingesteckt wird. 


Zur Herstellung des Sublimatpapiers 14Bt man gutes Schreib- 
maschinenpapier 1 Stunde lang in einer 5 %igen alkoholischen Lésung 
von HgCl, liegen, legt es auf Glasstaibe und 1aéBt es trocknen. Das 
Schneiden der Millimeterstreifen geschieht am besten, indem man 
das Sublimatpapier auf ein Blatt Kurvenpapier mit Millimeterein- 
teilung legt, welches auf einer Glasplatte ruht, und unter Benutzung 
einer Glasplatte als Lineal mit einem scharfen Messer schneidet. Die 
Lange der Streifen kann etwa 6 cm betragen. Es bildet sich am unteren 
Ende des Streifens eine gelbe bis braune Zone, welche nach ungefahr 
20 Minuten ihr Maximum erreicht hat. Durch Vergleichen mit einer 
mit bekannten Arsengehalten hergestellten Skala wird der Arsengehalt 
ermittelt. Die Skala erstreckt sich am besten iiber einen Bereich von 
0,2 bis 5 oder 6y Arsen. Sie bleibt, im Dunkeln aufbewahrt, einige 
Wochen brauchbar. Zur Erzielung der héchsten Empfindlichkeit 
kommt es sehr darauf an, die Dimensionen des Apparitchens richtig 
zu wahlen. Als das EntwicklungsgefaB etwas vergréBert wurde, erhielt 
man mit 0,2y keine Farbung des Sublimatpapiers mehr, offenbar 
weil der Arsenwasserstoff, der sich zur Hauptsache gleich im Anfang 
bildet, zu stark mit der im GefiB befindlichen Luft verdiinnt war. 
Aus demselben Grunde muB die Fliissigkeit im EntwicklungsgefiB 
stets gleich hoch stehen. Auch muB8 die Wasserstoffentwicklung immer 
ungefahr gleich stark sein. Dies erreicht man ohne weiteres durch die 
vorgeschriebene Kombination von reinstem Zink und einem Stiick 
Platinblech. 


‘ 

Wenn diese kolorimetrische Methode auch nicht von héchster 
Genauigkeit ist, so ist sie doch sehr empfindlich und gibt die GréBen- 
ordnung gut wieder. In der Regel habe ich durch diese kolorimetrische 
Vergleichung eher etwas niedrigere Werte erhalten als durch die 
Titration ; da aber die Titration bei den niedrigsten Werten, wie erwahnt, 
etwas ungenau wird, ist den kolorimetrischen Werten mehr Gewicht 
beizulegen. 


Die Dauer der ganzen Arsenbestimmung ist je nach dem Aus- 
gangsmaterial verschieden. Die Verbrennung kann in ungefahr 
40 Minuten beendet sein, wobei bei geniigender Sorgfalt mehrere Ver- 
brennungen nebeneinander vorgenommen werden kénnen. Sie kann 
aber auch einige Stunden, bei fettreichen Materialien einen ganzen 
Tag dauern. Nach beendigter Verbrennung braucht man bis zum 
SchluB der Titration ungefahr 15 Minuten und fiir die Sanger- blacksche 
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Prifung weitere 20 Minuten, wahrend welcher Zeit eine weitere Be- 
stimmung vorgenommen wird. 


Experimentelles. 


Man verwendet eine n/250 Lésung von arseniger Séure, hergestellt 
durch Auflésen von 0,198 g frisch sublimierten Arseniks in 4cem n NaOH 
und Auffiillen zum Liter. leem dieser Lésung enthalt 150 y As oder 
0,006 67 com = 1 y. Beiden kleinsten Mengen wird die Lésung vor Gebrauch 
auf das Zehnfache verdiinnt. 

Die n/100 Permanganatlésung wird durch Aufkochen stabilisiert und 
gleich genau eingestellt. Sie wird nach 3 bis 4 Wochen erneuert. 

Nach der Gleichung As,8, + 140 = As,O,; + 3S0O, entsprechen 
theoretisch 7 com n/100 KMnO, = 1 cem n/100 As = 375 y As oder 1 cem 
n/100 KMnO, = 53,6y As. 


Versuche durch Eindampjen der Sulfidsuspension. 


1,25 cem n/250 As = 188 y werden in einem Fraktionierkélbchen mit 
eingeschliffenem Stopfen mit 0,5cem konzentrierter Salzséiure versetzt 
und mit H,S gefallt. Nun wird im Vakuum auf dem Wasserbad zur Trockene 
verdampft, der Riickstand mit einigen Tropfen Wasser versetzt, wieder 
zur Trockene verdampft, um die letzte Spur HCl zu entfernen, der Riick- 
stand in 1 cem n/10 NaOH gelést und titriert. Der Permanganatverbrauch 
betragt nach Abzug der Oxalsiéure bei vier Versuchen 2,63, 2,57, 2,77, 
2,67 ccm, im Durchschnitt 2,66 cem n/100. Somit entspricht 1 cem KMn0O, 
= 70,7 y As. 

Der Wirkungswert der Permanganatlésung ist nur 76% des be- 
rechneten. Das wiirde einem Verbrauch von nur 10,64 Atomen Sauerstoff 
auf 1 Molekiil As,S, entsprechen, statt 14. 

Wir legen unseren Berechnungen im folgenden zunachst die experi- 
mentell gefundene Beziehung 1 cem n/100 KMnO, = 70,7 y As zugrunde. 

Im folgenden sei eine Reihe von Versuchen mit kleinen Arsenmengen 
wiedergegeben, die in gleicher Weise ausgefiihrt worden sind wie diese 
Titration. Die Versuche wurden alle zwei- bis viermal wiederholt. Ich 
gebe die unkorrigierten Zahlen an, um die aufgetretenen Schwankungen 
zu zeigen, ohne auf die Art der Korrektur hier einzugehen. 


Tabelle I. 
Titration bei steigenden Arsenmengen. 








| 0 ly As | 2y As | 5y As | 107 As | 2%, As | 1887 As 
= = — — = = —— — a ———— 


i 








| 
| 0,081 | 0,939 | 
KMn0,,unkorrigiert } | (0,035) | (0,049) | 089 | 0.082 | o155 | 0,28 | — 
in com n/100 | 0,081 | 0.989 | 9.050 | 07080) | 9155 | 0,28 — 
| 0,081 | 0,038 |” , 
KMnQ,, korr., Mittel | | 
in cem n/100. . . | 0,085 | 0,043 | 0,0546 | 0,106 | 0,179 | 0,33 | 2,66 
Abziiglich des Blind- 
versuchs. .. . . || — | 0,008 | 0,0196| 0,071 | 0,144 | 0,295 | 2,625 
y As (m. Faktor 70,7) | — | 0,57 /1,39 | 501 (1018 /20,86 | 1,86 
Differenz . . } o— \—0,43 y — 0,61 y|+ 0,01 y|+ 0,18 y| + 0,86 y|— 2 y 





Prozentualer Fehler | — |— 48% '—30%|+0,2%|+1,8°%|+ 4.3% |-1,0% 
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Bei den kleinsten Gehalten finden wir bei unserer Berechnungsweise 
groBe Fehler, bei 1 y Arsen werden 43, bei 2 y 30-% Arsen zu wenig ge- 
funden, wihrend die Werte von 5 y an befriedigend ausfallen. 

Der folgende Versuch sollte Auskunft dariiber geben, wie lange die 
Schneiderdestillation fortgesetzt werden mu, damit das Arsen volistandig 
iiberdestilliert. 20y As werden mit 1,5cem konzentrierter H,SO, und 
1,5ccm Wasser in den Destillationsapparat gebracht, mit 0,25 g Eisen- 
vitriol, 0,02g KBr und 2,5ccem konzentrierter Salzsiure versetzt und 
gegen etwas Wasser vorerst so lange destilliert, bis die Kugel am absteigenden 
Rohr heiB wird. Dann wird die Vorlage gewechselt und noch 1 Minute 
destilliert. Man findet: 


erates Destillat: ......= 180y 
zweites Destillat ......z= I9y 
aes 


Das Arsen geht also nahezu quantitativ bereits mit dem Salzséiuregas 
liber. In Zukunft wird stets nach dem Heibwerden der Kugel noch 
20 Sekunden destilliert. 

Ein blinder Versuch, nach der Schneiderdestillation erhalten, ver- 
brauchte 0,026 ccm KMnQ,. Dieser Wert wiirde 2,8 y Arsen entsprechen. 
Um festzustellen, ob wirklich soviel Arsen in den Reagenzien sei, wurde 
die Lésung nach der Titration durch die modifizierte Sanger-Blacksche 
Methode gepriift. Zu bemerken ist, daB auch diese Versuche mit 1,5 ccm 
konzentrierter H,SO, und 2,5 ccm HCl ausgefiihrt worden sind. 

Man fand nach Sanger-Black im Blindversuch 0,2y As. Das Zink 
allein mit 5 Tropfen konzentrierter H,SO, gab keine sichtbare Reaktion. 
Somit enthalten die zugesetzten Reagenzien nicht, wie nach der Titration 
berechnet, 2,8, sondern nur 0,2 y Arsen. Der Wert des blinden Versuchs 
riihrt daher zum gréBten Teile von anderen, unbekannten Faktoren her. 


Man rauchte nun 1,5 ccm Schwefelsiure mit 25cem Perhydrol ab und 
fiihrte den Versuch in der gewohnten Weise durch. Man fand durch Titration 
genau den Wert des Blindversuchs und nach Sanger- Black wieder 0,2 y As. 
Somit ist das Perhydrol arsenfrei. 

Die Versuche der Tabelle I wurden durchgefiihrt durch bloBes Fallen 
des Arsens mit H,S. Bei der folgenden Versuchsreihe wurden nun steigende 
Arsenmengen mit 1,4cem H,SO, und einigen Kubikzentimetern H,O, 
abgeraucht und dann der Schneiderdestillation unterworfen. Man fand 
folgende Werte nach Abzug des blinden Versuchs. 


Tabelle II. 
Steigende Arsenmengen nach dem Abrauchen und der Schneiderdestillation. 











i ty As | 27 As | 37 As | 4y As | 107 As 20y As | Wy As | 1007 As 








cem n/100 KMn0, || 0,098 |0,0195|0,0385|0,0475 | 0,1635| 0,3075 0,715) 1,438 
y As (Faktor 0,707) | 0,57 1,388 2,72 |335 (11,55 21,7 50,5 | 1006 


Die Werte sind, soweit vergleichbar, denen der Tabelle I zienilich 
aéhnlich; hingegen liegen die Zahlen fiir 10 und 20y etwas héher. Die 
héchsten Werte sind sehr genau; unserer Ansicht nach sind die Werte 
fiir 10 und 20 y zu hoch ausgefallen, wohl durch Ubertitration. Wir wollen 
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das Mittel ziehen zwischen diesen beiden Zahlen und den entsprechenden 
der ersten Tabelle; dann haben wir fiir 10 y 0,154ccem und fiir 20» 
= 0,301 com KMnO,. Nun ziehen wir eine Kurve, in welche wir die Pe: 
manganatzahlen als Abszissen, die angewendeten Arsengehalte als Ordinaten 
eintragen. Diese Kurve erlaubt uns, fiir jeden Permanganatverbrauch 
den entsprechenden Arsengehalt abzulesen. Strenge Voraussetzung ist 
dabei, besonders fiir die niedrigen Arsengehalte, da ein blinder Versuch 
genau durchgefiihrt und sein Wert subtrahiert worden ist. 
Wir kénnen nach unserer Kurve eine Tabelle aufstellen. Fiir die Werte 
iiber 0,155 cem hingegen verwenden wir Faktoren, welche nach der Kurve 
berechnet worden sind. 


Tabelle III. 


Berechnung des Arsengehalts aus dem Verbrauch an Permanganat bei 
Abtrennung des Sulfids dureh Vakuumdestillation. 

















ce ) “c ce 00 | em n/I¢ 
K MnO, As [°Kuno, | 748 | e'umo, | 748 | Kino, | 7 AS 
0,004 0,3 0,025 2.45 0,070 5,35 0,115 7,75 
0,006 0,7 0,030 2,8 0,075 5,6 0,120 8,0 
0,008 1,0 0,035 3,15 0,080 5,85 0,125 8, 
0,010 1,2 0,040 3,5 0,085 6,1 0,130 8,55 
0,012 1,4 0,045 3,8 0,090 6,4 0,135 8,9 
0,014 1,6 0,050 4,15 0,095 6,65 0,140 9,2 
0,016 1,75 0,055 4.5 0,100 6,95 0,145 9,5 
0,018 1,9 0,060 4.8 0,105 7,2 0,150 9,8 
0,020 2,05 0,065 5,1 0,110 7,5 0,155 10,1 


Fiir die Werte iiber 0,155cem n/100 KMnO, multipliziert man die 
Kubikzentimeter Permanganat mit folgenden Faktoren und findet so den 
Arsengehalt in y. 





rT 


ecm 1/100 —s cem 3,100 en 
K Mn, eres K MnO, Faktos 
0,16 65,0 0,40 68,0 
0.29 65,5 0,59 68.6 
0,25 66,2 0,60 69,3 
0,30 67,0 | 0,70 70,0 


Fiir die héheren Werte wird stets der Faktor 70 benutzt. 

Es wurden nun eine Reihe von Arsenbestimmungen in Sultaninen mit 
steigendem Arsenzusatz ausgefiihrt, um den ganzen Analysengang zu 
prifen. 

Tabelle IV. 
Sultaninen mit steigendem Arsenzusatz. Angewendet werden 5 g Sultaninen. 
Wir geben den Permanganatverbrauch nach Abzug des blinden Versuchs 
(= 0,024 ccm) an. 





Arsenzusatz 0 1} 5y | 10 7 20; 100 7 
KMnO, .......+. « | 0,015 | 0,082 | 0,106 | 0,175; 0,821) 1,316 
Ce ee eee ene 1,67 2,94 7,24 11,41 21,50 | 92,12 
Berechnung d. zugesetzten As . 1,27 5,57 9,74 19,83 | 90,45 
ee i eR TS ee Se — +0,27 +057 —026 —017 '— 9,55 
Prozentualer Fehler . . . . — + 9,99 '+ 7.4% '— 2.9% '— 0.8%, |—10,38% 
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Die Resultate sind weniger genau, als man nach den Versuchen mit 
Arsen allein hatte erwarten kénnen. Bei einer Gesarntmenge von 2,9 7 
Arsen betrigt der Fehler 9,2 %, un mit steigenden Gehalten abzunehmen. 
Bei 100 y geht er wieder auf 10 % hinauf; hier ist aber ohne Zweifel ein 
mechanischer Verlust eingetreten. Da wir von vornherein nicht wissen, 
wie hoch der wirkliche Arsengehalt ohne kiinstlichen Zusatz ist, steht 
natiirlich die ganze Berechnung auf nicht absolut sicherer Grundlage. 
Die Verbrennungen wurden noch nicht, wie spater, in 250-ccm-Kjeldahl- 
kolben vorgenommen, sondern in den kleinen Kélbchen von 80 cem, und 
da ist natiirlich ein Verlust durch Verspritzen oder gar Uberschiumen bei 
der Verbrennung leichter méglich. Bei den eigentlichen Bestimmungen 
nach Vorschrift sollte also eher eine gréSere Genauigkeit erwartet werden 
kénnen; aber auch diese Werte sind auBer dem héchsten gut brauchbar. 


Man ging nun zu den Versuchen iiber, bei welchen das Arsentrisulfid 
abfiltriert wurde. Uber 50 Versuche mit verschiedenen Arsenmengen 
wurden vorgenommen. Sie wurden wie oben in eine Kurve eingetragen und 
nach der Kurve fiir die niedrigeren Gehalte eine Tabelle berechnet, wahrend 
man sich fiir die hGheren Gehelte wieder mit Berechnungsfaktoren begniigte. 


Tabelle V. 
Berechnung des Arsengehalts aus dem Permanganatverbrauch bei Ab- 
trennung des Arsensulfids durch Filtration. 





n/100 | 
K MnQ, 


n/100 
K MnO, 


n/100 
K MnO, 


n/100 
K MnO, 


n/100 


AS IkKMn0, 


y As y As 


0,010 0,55 | 0,060 3,95 | 0,110 7,2 0,160 103 | 0,222 141 
0,015 0,85 | 0,065 43 0,115 | 7,5 0,165 105 | 0,223 14,8 
0,020 115 | 0.070 4,65 | 0,120 7,8 0,170 10,8 | 0,224 154 
0,025 1,5 0,075 =—5,0 0,125 81 0,175 11,15 | 0,225 16,2 
0,030 1,85 | 0,080) 53 0,130 84 0,180 11,5 | 0,226 16,9 
0,035 | 2,2 0,085 5,65 | 0,185 865 | 0,185 11,8 | 0,227. 17,6 
0,040 2,55 | 0,090 595 | 0,140 895 | 0,190 12,1 0,228 183 
0,045 2,9 0,095 6,25 | 0,145 93 0,195 12,45 | 0,229 | 19,0 
0,050 3,3 0,100 6,6 0,150 955 | 0,200 128 | 0,230 198 
0,055 3,65 | 0,105 | 6,95 | 0,155 985 | 0221 134 














Bei den héheren Werten sind die Kubikzentimeter K Mn O, mit folgenden 
Faktoren zu multiplizieren, um den Arsengehalt in y zu erhalten. 








ecm n/i00 ‘oe be eem n 100 7 ; 
K MnO, Faktor K MnO, Faktor 
0,30 65,2 0,60 70,0 
0,35 66,2 0,80 70,5 
0,40 67,2 0,100 71,0 
0,50 68,8 0,120 71,5 


Fiir die héheren Werte wird stets der Faktor 71,5 benutzt. 
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Wenn wir die beiden Tabellen III und V betrachten, so sehen wir — 
noch klarer zeigt es sich an den betreffenden Kurven —, dab die Filtrations- 
methode bei den niedrigsten Gehalten fiir einen bestimmten Arsengehalt 
héhere Permanganatmengen ergibt als die Destillationsmethode; spater 
gleichen sich die beiden Tabellen einigermaben aus. 


Beim Uberblick iiber mein ganzes Zahlenmaterial scheint mir fiir die 
niedrigeren Gehalte, etwa bis zu 10 y, das Destillationsverfahren eher die 
konstanteren Werte zu geben, von da an aufwirts, yon Mengen an, welche 
nach dem Einleiten des H,S bereits als Triibung zu erkennen sind, diirfte 
die Filtration, als etwas einfacher auszufiihren,. vielleicht den Vorzug 
verdienen. 


Es wurden auch einige Versuche gemacht, bei welchen die einzelnen 
Komponenten bei der Schneiderdestillation variiert wurden. Das normale 
Verhaltnis, welches ich anfangs nach Beriicksichtigung der Verhdaltnis- 
zahlen anderer Autoren ausprobierte und welches sich gut bewahrte, bestand 
in 1,5cem konzentrierter H,SO,, 1,5 cem Wasser, 0,25 g FeSO, + 7 Aqua 
und 2,5cem konzentrierter HCl. Bei den folgenden Versuchen wurden 
stets 100 » Arsen mit H,O, und 1,5 ccm konzentrierter H,S O, abgeraucht 
und weiter verarbeitet. Durch das Abrauchen geht stets etwas Schwefel- 
siure verloren; da ich zudem die Schwefelséure in den frisch gespiilten, 
noch feuchten Destillierapparat bringe, ist die Saiure stets etwas verdiinnter 
als hier angegeben. 


Man fand folgende Werte: 
Anderung des Eisensulfats. Verwendet 1,5cem H,SQ,, 1,5cem H,0, 
2,5cem HCl und: 
0,1 g FeSO, 7 Aqua; get.: 97,0» As 
0,15g FeSO, 7 ,, » 99,0 As 
0,25g FeSO,7  ,, » 100,07 As 
0,5 g FeSO,7 ,, » 102,9y As 
Mit steigendem Zusatz an Eisensulfat tritt eine ganz leichte Erhéhung 
der Werte ein. 


Anderung der Schwefelséurekonzentration. Angewendet 0,25 g Eisen- 
sulfat, 2,5cem HCl: 


2 ccm H,O, 1,5cem H,SO,; gef.: 94,97 As 
15 , H,O, 15 , H,SO,; ,, 100,07 As 


Bei Vermehrung der Wassermnenge tritt eine leichte Verminderung der 
Ausbeute ein. Viel héher als 1: 1 kann die Saiurekonzentration nicht ge- 
steigert werden, weil sonst Bromwasserstoffsiure zu Brom oxydiert werden 
kann. 


Wie in anderem Zusammenhang festgestellt wurde, spielt es keine 
Rolle, ob der Bromidgehalt etwas erhéht oder vermindert wird; auch 
etwas mehr oder weniger Salzséure spielt keine groBe Rolle. Da auch die 
Menge des Eisensulfats nicht sehr genau zu sein braucht, geniigt es, dieses 
und das Bromid schitzungsweise zuzusetzen, wenn man sich einmal durch 
Wagen von der ungeféihr notwendigen Menge iiberzeugt hat. 


Die Schwefelsiurekonzentration kann praktisch nicht genau bestimmt 
bzw. eingehalten werden, da die Lésung nach der Verbrennung nicht nur 
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aus Schwefelséure besteht, sondern wechselnde Mengen der verschiedensten 
Sulfate und bei stickstoffreichen Materialien besonders viel Ammonsulfat 
enthalt. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine verhaltnismaBig rasch ausfiihrbare Arsenbestimmungs- 
methode in organischen Materialien beschrieben, welche darin besteht, 
daB die Substanz nach Schulek und Villecz mit Perhydrol und Schwefel- 
siure verbrannt wird, worauf man das Arsen als Trichlorid abdestilliert, 
als Sulfid fallt und nach Isolierung des Sulfids durch Abdestillieren 
oder durch Filtration dieses nach Mérner mit Permanganat in al- 
kalischer Lésung titriert. 

Es werden Tabellen und Faktoren fiir die Berechnung des Arsens 
gegeben. 


20° 








Uber den Arsengehalt natiirlicher und mit Arsenpriparaten 
behandelter Lebensmittel. 


Von 
Th. von Fellenberg. 


(Aus dem Laboratorium des Eidgenéssischen Gesundheitsamtes in Bern.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1929.) 


Die Kenntnis des Arsengehaltes unserer Nahrungsmittel hat von 
verschiedenen Gesichtspunkten aus ein Interesse. Wahrend man friiher 
den in kleinster Menge in der Nahrung und im menschlichen Organismus 
vorkommenden Elementen wenig Beachtung geschenkt und sie mehr 
nur als zufillige Verunreinigungen angesehen hatte, ist man in den 
letzten Jahren immer mehr von der lebenswichtigen Bedeutung mancher 
dieser Elemente tiberzeugt worden. So wird es wohl auch kaum be- 
zweifelt werden kénnen, da8 ein pharmakologisch so wirksames Element, 
wie.das Arsen, eine bestimmte Rolle im Organismus spielt, obschon die 
Verhaltnisse hier offenbar nicht so einfach liegen, wie etwa beim Jod, 
dessen Funktion sich besonders auf ein bestimmtes Organ, die Schild- 
driise, erstreckt. 

Wie es beim Jod vorkommen kann, da bestimmte Gegenden 
weniger von diesem Element in dem Menschen zuginglicher Form 
enthalten, als fiir dessen Gesundheit zutraglich ist, so ist die Méglichkeit 
eines solchen Mangels auch fiir das Arsen nicht ganz von der Hand zu 
weisen. 

Andererseits nehmen wir mit Spuren unserer modernen Pflanzen- 
schutzmittel, die den Friichten anhaften, unter Umstanden Arsenmengen 
zu uns, welche weit iiber die gewéhnliche Aufnahme hinausgehen, so daB 
man sich fragen muB, ob Gesundheitsschidigungen dadurch nicht zu 
befiirchten sind. Da es sich bei den arsenhaltigen Pflanzenschutzmitteln 
hauptsichlich um Bleiarseniat handelt, sind natiirlich auch Blei- 
vergiftungen dadurch méglich, dies um so eher, da ja Blei ein akkumu- 
latives Gift ist, welches nicht so leicht aus dem Organismus ausgeschieden 
wird wie Arsen. Zudem gelangt Blei in viel gréBerer Menge an die 
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Friichte als Arsen, da im Bleiarseniat 4,15 Gewichtsteile Blei auf ein 
Gewichtsteil Arsen entfallen. 

Die mir gestellte Aufgabe bestand nun darin, experimentell fest- 
zustellen, welche Arsenmengen natiirlicherweise in unserer gewohnlichen 
Nahrung vorkommen und was fiir Mengen durch mit Arsenpriparaten, 
besonders Bleiarseniat gespritzte Friichte aufgenommen werden kénnen. 

Die Frage ist aktuell, da verschiedene Kantonsregierungen, so 
auch der Kanton Bern, das Spritzen mit Bleiarseniat fiir das Jahr 1929 
gestattet haben und das Mittel auch bereits in sehr groBem Umfang an- 
gewandt worden ist. Dabei sind selbstverstandlich gewisse Formalititen 
zu beobachten. Das Bleiarseniat wird von einer Stelle aus, der Zentral- 
stelle fiir Obstbau in Oeschberg-Koppigen, nebst genauer Anleitung 
iiber seine Verwendung und die bei der Verwendung zu beobachtenden 
VorsichtsmaBregeln an die Interessenten abgegeben. 

Das Bleiarseniat wirkt gegen FraBraupen wie Obstmade, Frost- 
spanner, Knospenwickler, Gespinstmotten und andere Schidlinge. 
Es kann in gewissen Fallen vor der Bhite angewendet werden, meist 
aber wird das erste Mal nach dem Abfallen der Bliitenblatter gespritzt 
und ein zweites Mal, wenn die Friichte WalnubgréBe erreicht haben. 

Die Untersuchung von gespritztem Obst war mir in geniigend 
ausgiebigem MaBe nur méglich durch das Entgegenkommen ver- 
schiedener Amtsstellen, welche mir in reichlicher Menge ihr Material 
zur Verfiigung stellten. Ich spreche meinen Dank speziell aus den 
Herren Schenk, Obergirtner des Berner botanischen Gartens, Spreng, 
Vorstand der Zentradstelle fiir Obstbau in Oeschberg-Koppigen, Christen, 
Direktor der landwirtschaftlichen Schule Riitte, und Benvegnin, Chef 
der chemischen Abteilung der Station fédérale d’essais viticoles in 
Lausanne. 

Zur Arsenbestimmung wurde die in der vorhergehenden Arbeit 
angegebene Methode benutzt. Die Werte sind in y (ly = 0,001 mg) 
angegeben. 

Da Bleiarseniat sehr schwerléslich ist, wird es sich bei der voll 
ausgereiften Frucht noch an derselben Stelle ihrer Oberfliche be- 
finden, an welcher es beim Spritzen aufgebracht worden ist. Eine andere 
Frage ist es, ob ein Teil des Arsens vielleicht bis ins Innere der Frucht 
eingedrungen sein kénnte. Die Hauptsache wird also aller Wahr- 
scheinlichkeit nach von der ersten Spritzung her am Bliitenrest, der so- 
genannten Fliege, und am Stiel, von der zweiten Spritzung her auBer- 
dem an der Haut der Friichte anzutreffen sein. 


Es wurden eine Reihe von Obstproben auf die Verteilung des 
Arsens auf der Fruchtoberflaiche hin untersucht. Die Resultate sind 
in der nachsten Tabelle zusammengesteilt. 
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Tabelle I. 
Verteilung des Arsens auf der Fruchtoberflache nach dem Spritzen mit 
Bleiarseniat. 
Bliitenrest Stiel Haut s 
Herkunft PEassvin ct GEN se a SE: _ Summe 
? ®lo } %l0 } %o Y 
1. Birne, botanischer Garten 8,9 53 0,8 5 7,2 43 16,8 
2. ,  Gampelen . re 7,1 33 0,9 4 13,8 63 21,8 
3. Apfel, Huttwil . 1,8 28 0,4 6 4.5 67 6,7 
pee, Ferenberg . 1,5 32 0,3 6 2,9 61 4,7 
5 a 1,4 23 0,7 li 4,1 66 6,2 
Bliitenrest und Stiel Haut % 
Herkuntt ae ahs SiO Summe 
Y %lo ? °lo Y 
6. Birne, botanischer Garten Bern 16,3 54 14,0 46 30,3 
f ” . e _ 13,0 64 7,5 36 20,5 
8. Apfel, Gampelen .... . . 0,5 50 0,5 50 1,0 
we a ie ga 1,1 29 2,7 71 3,8 
Ten, | neue amrae oun 0,05 25 1,5 75 2,0 
a ” eee 0,5 14 3,1 86 3,6 
6) Ee. ce ee 1,5 34 2,9 66 4,4 
13. ., Ferenberg. . 1,8 72 0,7 28 2,5 
14. , Bitzberg. 3,8 73 1,4 27 5,2 


Es wurden in der Regel drei Friichte zusammen untersucht und 
der Durchschnitt gezogen; bei Nr. 1, 6 und 7 waren es nur 2 Friichte. 
Im oberen Teil der Tabelle wurden Bliitenrest, Stiel und Haut besonders 
analysiert, im unteren Teil wurden Bliitenrest und Stiel zusammen- 
genommen. Zufalligerweise stieB ich bei diesen Untersuchungen haupt- 
sachlich auf schwach gespritztes Obst. Die Verteilung scheint aber 
bei dem stark und dem schwach gespritzten eine ahnliche zu sein. Die 
Birne Nr.6 war nur einmal gespritzt worden, alle anderen Proben 
zweimal. 

Der Fruchtstiel hat in allen Fallen am wenigsten Arsen erhalten, 
4 bis 11%, der Bliitenrest wechselnde Mengen von 23 bis 53°, oder, 
mit dem Stiel zusammen, bis 73°, die Haut 27 bis 86°,. Die Ver- 
teilung hangt natiirlich von verschiedenen Umstanden ab, vom Zeit- 
punkt des Spritzens, von der GriéBe der Frucht beim zweiten Spritzen 
und von der jeweiligen Intensitat der Spritzung. 

Um festzustellen, ob sich im Innern der Frucht Arsen in erhéhtem 
MaBe feststellen 148t, wurden gespritzte Friichte sorgfaltig geschalt. 
Als nun die Hiinde und das verwendete Messer griindlich gereinigt 
worden waren, wurde nochmals eine Schicht um die ganze Frucht 
herum abgetrennt und nur das Innere untersucht. Diese Vorsichts- 
maBregel war notwendig, um jede Verunreinigung von aufSen zu ver- 
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meiden. Man fand in 100g Fruchtfleisch bei einer Apfelsorte 3,1 y, 
bei zwei Birnensorten (Nr. 6 und 7 der Tabelle I) 3,5 und 3,9 y Arsen. 
Das sind Werte, welche das Normale kaum iibersteigen. Somit befindet 
sich das vom Spritzen herriihrende Arsen praktisch nur an der Ober- 
fliche der Friichte. 

Man suchte sich nun dariiber Rechenschaft zu geben, ob das auf 
der Haut befindliche Arsen sich mechanisch entfernen la8t. DaB man 
es nicht einfach abwaschen kann, ist selbstverstandlich; sonst miiBte 
es bereits im Laufe der Vegetation durch den Regen abgewaschen 
worden sein. 

Man verarbeitete je zwei Birnen von zwei verschiedenen Baumen 
aus dem botanischen Garten, von welchen der eine nur eine Arsen- 
spritzung, direkt nach dem Bhitenblatterfall, erhalten hatte, der andere 
noch eine zweite in einem spiateren Stadium. Die Friichte wurden 
mit einem Leinentiichlein griindlich abgerieben, nachdem zuvor die 
Blitenreste sorgfaltig ausgeschnitten worden waren. Man verarbeitete 
die Bliitenreste und Stiele fiir sich, die abgeriebene Haut besonders 
und das Tiichlein besonders und fand: 








Bliitenrest Abgeriebene one , 
und Stiel Haut Tichlein Summe 
7 %o Y %F } 9/5 y 


Birne von Tongre, einmal 


gespritzt . hp an 32,5 54 21,8 36 6,1 10 60,4 
Birne ohne Bezeichnung, 
zweimal gespritat. ... | 26,0 64 10,0 | 24 4,9 12 40,9 


4 

Das abgeriebene Arsen betrigt im ersten alle nur 10%, vom 
gesamten oder 32°, von dem auf der Haut befindlichen Arsen, im 
zweiten Falle 12°, vom gesamten oder 22°, von dem auf der Haut 
befindlichen. Es gelingt somit nur zum kleinen Teile, das Arsen 
mechanisch von der Haut zu entfernen. Es diirfte beim Reiben in die 
Wachsschicht hineingerieben werden, welche die Haut iiberzieht, und 
diese bleibt wohl wieder an den Unebenheiten der Hautoberfliche 
haften. 

Nach Waser! soll ein amerikanisches Verfahren, das mit Spritz- 
mitteln auf die Oberflache der Friichte gelangende Arsen zu entfernen, 
darin bestehen, daB man die Friichte 5 Minuten lang in 0,3 bis 0,5 “,ige 
Salzsaure eintaucht und mit Wasser griindlich nachwascht. 

Ich habe dies Verfahren in einem Falle nachgepriift. Zwei ge- 
spritzte Winterzitronenipfel wurden hintereinander je 5 Minuten 
lang in 200 ccm reinste 0,5 °ige Salzsiure eingelegt und griindlich 
unter dem Wasserhahn nachgewaschen, allerdings ohne Verwendung 


1 Mitt. a. d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg. 20, 147, 1929. 





304 Th. v. Fellenberg: 


einer Biirste. Ich fand nachher in Bliitenrest, Haut und Stiel zusammen 
26,3 y, in der Salzsiure ebenfalls 26,3 y. Durch die Salzsiurebehandlung 
ist somit nur die Halfte des Arsens entfernt worden. 

Dies Verfahren ware natiirlich nicht aussichtslos, es kénnte aber 
nur in Gro&betrieben in Frage kommen, welche iiber die notwendigen 
Einrichtungen fiir eine solche Reinigung und auch zum Trocknen 
der Friichte verfiigen witrden. 

Von Trauben stand mir nur eine Probe gespritzten Materials 
zur Verfiigung, und zwar weife Trauben. Sie war dreimal mit 2 °%igem 
Kupfervitriol und 2% igem Bleiarseniat gespritzt worden, am 23. Mai, 
10. und 20. Juni. Man fand in 100 g Beeren 29,7 y und in 100 g Kammen 
1230 y Arsen. Da 100 g Beeren das Gewicht von 9,7 frischen Kammen 
entsprach, kamen auf die Kamme von 100 g Beeren 118 y As. Somit 
waren 20°, von dem Arsen, welches an der ganzen Traube war, an 
den Beeren. 

Nun wurde eine Traube von 100g Gewicht mit 400 ccm Wasser 
gewaschen und das Waschwasser auf Arsen gepriift. Es fanden sich 
14,9 darin. Ein gewisser Teil des Arsens laBt sich also abwaschen, 
aber auf die ganze Traube mit Kamm berechnet, macht dies nicht 
eben viel aus. 

Es wurden nun Traubenbeeren ausgesaugt und die Haute auf 
Arsen gepritft. Auf 100 g Trauben fand man in den Hauten 4,3 y Arsen. 
Somit sind ungefihr 15°, des Arsens in den Hauten geblieben. 

Man untersuchte nun noch den ausgepreBten Saft der Trauben 
und fand 8,2 y in 100 g Saft. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB auch der fertige Wein aus ge- 
spritzten Trauben Arsen enthilt. Solchen Wein habe ich zwar bis 
jetzt nicht in Hianden gehabt; ich konnte aber an Obstwein einige 
Versuche machen, welche meiner Ansicht nach auch auf Wein iiber- 
tragbar sind. 

Sechs Stiick mit Bleiarseniat gespritzte Apfel = 557g, Sorte 
Chriiselrainer, von Oeschberg wurden gemahlen und von Hand griindlich 
ausgepreBt. Man erhielt 74°, Saft, 18,7°, Trester, wihrend 7,3 °% 
bei der Verarbeitung verloren gingen. Man fand in 100g Saft 10,7 y 
Arsen und in 100 g Trester 27,6 y. 

In den Trestern hat sich somit das Arsen etwas angereichert. 
Die Anreicherung ist aber gering, da auf 100 Teile Saft nur 25,3 Teile 
Trester fallen. Es gelangen vom ganzen in den Friichten vorhandenen 
Arsen 80 ° in den Saft und nur 20 °% in die Trester. 

Der Versuch zeigt, daB Bleiarseniat im sauren Apfe Isaft nicht un- 
erheblich léslich ist. Es stimmt dies damit tiberein, daB sich das Blei- 
arseniat durch Salzsiure bis zu einem gewissen Grade abwaschen 
148t und auch damit, da8 wir im Traubensaft und im Waschwasser 
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der Trauben — beim Waschen der Trauben geht ja immer etwas Saft 
mit in Lésung — Arsen gefunden haben. 

Nun interessierte weiter die Frage, ob das Arsen bei der Garung 
aus dem Most ausgeschieden wird oder ob es darin bleibt. Man lieB 
etwa 250 ccm Saft unter Zusatz von etwas Hefe giren. Nach zwilf 
Tagen, als die Garung beendigt war, filtrierte man, indem man 
die Fliissigkeit sorgfaltig vom Satz abgoB, mehrmals durch dasselbe 
Faltenfilter, bis der Obstwein vollstindig klar war. Man fand nun 
in 100ccm 11,4y Arsen, also unerheblich mehr als man anfanglich 
im SiBmost gefunden hatte. Die Hefe, von welcher der Obstwein 
abgegossen war, betrug ziemlich genau 10g. Man bestimmte auch 
darin Arsen und fand 5,7 y. Somit sind von je 100 cem Most ungefahr 
2,3y Arsen oder rund 20°%, in die Hefe gegangen, die Hauptsache 
aber findet sich im fertigen Obstwein wieder. ; 

Die Verhiltnisse sollten nun noch bei dem nach dem Sterilisier- 
vetfahren gewonnenen SiiBmost gepriift werden. Das gebrauchlichste 
Verfahren besteht darin, daB der frische Saft sterilisiert und langere 
Zeit aufbewahrt wird, bis er sich geklirt hat. Dann wird filtriert und 
nochmals sterilisiert. 

lm kleinen konnte ich wegen der Schwierigkeit der Filtration 
nicht genau auf diese Weise verfahren; auch war es nicht tunlich, 
die Probe bis zur vollstandigen Klarung hinzustellen. Ich ging daher 
so vor. Zwei Birnen, Sorte Notaire Lepin, zweimal mit 2°,igem Blei- 
arseniat behandelt, = 248 g wurden gemahlen und von Hand gepreBt. 
Man erhielt 159 g Saft und 69g Trester. Im Saft fanden sich 17,3 y 
oder 47°, in den Trestern 19,9 y cder 53°, des Arsens. \ 

Der Saft wurde nun durch Papierbrei filtriert. Im Riickstand 
fand man 1,8y Arsen. Das Filtrat wurde auf 30 ccm eingedampft 
und wieder durch Papierbrei filtriert und wiederholt nachgewaschen. 
Im Riickstand fanden sich 2,0 y Arsen und in dem nunmehr klaren 
Filtrat 13,5 y. 

Bei diesen Birnen blieb verhaltnismaBig mehr Arsen in den 
Trestern zuriick als bei den Apfeln, 53 gegen 20°, und dies wohl wegen 
ihres geringeren Sauregrades. Das Arsen, welches in den Saft gelangt, 
1aBt sich aber beim Abfiltrieren der Tiiibstoffe nur zum geringen Teile, 
etwa 22°, zuriickhalten. Somit enthalt der aus arsengespritztem 
Obst hergestellte SiBmost erhebliche Mengen Arsen. 

Hier sei nech kurz eine Frage beriihrt, welche, streng genommen, 
nicht in diese Arbeit iiber den Arsengehalt der Friichte gehért, wegen 
ihrer gesundheitlichen Bedeutung aber nicht tibergangen werden darf, 
die Frage nach dem Bleigehalt der Weine und Obstweine. 

Wie erwahnt, enthalt Bleiarseniat auf 1 Teil Arsen 4,15 Teile Blei, 
wie dies aus der Formel der Verbindung hervorgeht. Man muBte sich 
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nun fragen, geht das Blei mit dem Arsen in den SiiBmost bzw. in den 
fertigen Wein und Obstwein oder wird es vielleicht durch die Gerbstoffe 
oder durch EiweiSkérper oder irgendwelche anderen Verbindungen 
niedergeschlagen und verbleibt im Trub. 

Kine quantitative Ausfallung des Bleies durch die genannten Ver- 
bindungen ist von vornherein nicht wahrscheinlich. Wenn Farbstoff, 
Gerbstoff und andere hochmolekulare Verbindungen in einem Wein 
niedergeschlagen werden sollen, so geniigt es nicht, ein lésliches Bleisalz 
zuzusetzen; es muS zugleich fiir eine ganz schwach alkalische Reaktion 
gesorgt werden. Daher wird Bleiessig benutzt; auch muB sich das Blei 
in groBem Uberschu8 befinden. Hier haben wir aber saure Reaktion 
und Blei in kleinsten Mengen. Der Versuch sollte die Frage entscheiden. 

Bleibestimmungen in den kleinen hier in Betracht kommenden 
Mengen sind sehr schwierig auszufiihren. Es gelang, in einer Birne mit 
93,5 y Arsen eine Menge von 332 y Blei zu finden, wahrend die Theorie 
387 y erfordert, und zwar durch Fiillen des Bleies als Sulfat, Uber- 
fiihren in das Chromat und Titrieren auf jodometrischem Wege. Bei 
meinem vergorenen Apfelmost und dem Birnensii8most konnte ich 
das Blei unzweifelhaft als Chromat nachweisen; die Bestimmung 
fiel aber hier wegen der winzigen Mengen zu fehlerhaft aus, als daB 
sie hier angegeben werden kénnte. Es sind weitere Untersuchungen 
in diesem Sinne im Gange. 

Wenn also bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden konnte, 
ob sich das Blei in dem dem Bleiarseniat entsprechenden Verhiltnis 
im Wein und Si8most vorfindet, so ist doch wenigstens mit Sicherheit 
festgestellt, daB Blei iiberhaupt darin vorhanden ist. 

Kommen wir auf das arsengespritzte Obst zurtick. Da sich gezeigt 
hatte, daB das Bleiarseniat sich nur an der Oberfliche der Friichte 
befindet, eriibrigte es sich, die ganzen Friichte zu verbrennen; man 
begniigte sich damit, Bliitenrest, Stiel und Haut in Arbeit zu nehmen. 
Das bringt natiirlich eine groBe Ersparnis an Zeit und Reagenzien, 
vor allem an Wasserstoffsuperoxyd mit sich. In der Tabelle IT sind 
meine Analysen von gespritztem Obst zusammengestellt. Wo nichts 
anderes bemerkt ist, wird der Gehalt in y As pro einzelne Frucht an- 
gegeben. Jede senkrechte Reihe enthalt Friichte von demselben Baume, 
nach steigendem Arsengehalt geordnet. 

AuBer der ersten Reihe, Basler Zwetschen, handelt es sich iiberall 
um Apfel und Birnen. Die Zwetschen lassen sich natiirlich nicht 
direkt mit den groBen Friichten vergleichen. Die einmal gespritzten 
Friichte des botanischen Gartens enthalten im Mittel 18,3 bis 36 y, 
je nach dem Baume, die zweimal gespritzten 8 bis 17,7 y, also bedeutend 
weniger. Die beiden Gruppen sind nicht von demselben Personal 
gespritzt worden, in einem Falle von einem Géartner, welcher dort 
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Tabelle II. 
Arsengehalte von gespritztem Obst. Herkunft: Berner botanischer Garten. 
A. Einmal gespritzt mit 2°%igem Bleiarseniat. 








. Apfel ca sons »fel 
mI gv ay Landsberger — saree 4 a nl Tra nsparent 
. Reinette de Cronecels 
2 Stick 2 14 5 5 15 10 
e 4 15 8 6 24 30 
aa 4 26 10 14 29 38 
-“e 12 13 20 31 66 
14 35 32 
28 58 33 
68 
Mittel pro Baum: 
18 183 20.6 23.0 27,2 36,0 
B. Zweimal gespritzt mit 2 %igem Bleiarseniat. 
Apfel Reinette Birne Williams Butterbirne Birne 
4 5 " 5 16 
4 5 5 17 
9 6 20 
10 6 6 
13 7 7 
li 
20 13 
20 
43 
Mittel pro Baum: 
8.0 . 8,2 13,8 17,7 


Herkunft: Zentralstelle fiir Obstbau in Oeschberg-Koppige 
C. Zweimal gespritzt mit 2%igem Bleiarseniat. 


= 





Apfel Apfel Apfel Apfel Kasseler Berner Apfel Debsientel 
Boskop | Goldparmine | Gravensteiner Reinette Rosenapfel Chriiselrainer ——— 
1 2 3 12 22 13 36 
2 2 3 21 26 25 ° 54 
3 8 3 24 29 46 56 
12 1 
13 13 

21 


Mittel pro Baum: 
2.0 74 9,0 40 25,7 28,0 48,7 


D. Gespritzt mit Noprasit. 





Zweimal 1/2 °/9ig Zweimal 3), %/,ig Viermal 1 °/oig 
Apfel Berner Apfel 
Chriiselrainer Apfel Boskop Bohnapfel Rosenapfel Kasseler Reinette 

7 5 4 5 

2 8 15 6 7 

3 13 16 9 10 

Mittel pro Baum: 

2.0 93 12,0 63 73 
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Herkunft: Landwirtschaftliche Schule Riitte. 
E. Zweimal gespritzt mit 2%igem Bleiarseniat. 








Apfel Apfel F Apfel Apfel ° 
Kasseler Champagner- —- : Kasseler Baumanns Sen _ a n 
Reinette reinette oaey Reinette Reinette ae 

2 5 4 Steck. = 82 5 8 7 

5 6 6 11 21 

5 7 7 16 38 

5 11 17 18 46 
Mittel pro Baum: 

45 | 73 8.0 8.8 13,2 28,0 


Herkunft: Station Viticole, Lausanne. 
Fk. Zweimal gespritzt mit 2°%igem Bleiarseniat. 





Apfel Pommes Chateignes Birne Poire Notaire Lepin 
10 69 
i: 4 83 
13 91 
17 107 
17 117 
18 
21 
22 
55 


Mittel pro Baum: 
20,5 93,4 


G. Obst verschiedener Herkunft von Oschberg-Koppigen geliefert. 
Mittel von je,drei Apfeln desselben Baumes. 








Herkunft Herkunft 
Gampelen, Apfel . 1 Ferenberg, Apfel . 3 
. ‘ 4 * aa 5 
Kappelen, ,, 2 = ‘ 6 
is Sa 4 Huttwil, Apfel . 7 
Steffisburg, Birne 8 Seewil, . thea? 7 
” Apfel 5 - ‘a 18 
Bitzberg, 4 ts OPC. eee 26 
a = 5 Gampelen, Birne . .. . 22 


Obstbaukurse erteilt, im anderen Falle vom Personal des botanischen 
Gartens selbst. Auch war der Zeitpunkt der Spritzung nicht genau 
derselbe. Es handelt sich auch bei den einmal gespritzten Baiumen 
um lauter Zwergobstbaume, bei den zweimal gespritzten teilweise 
um Hochstamme. Wie die Unterschiede zwischen den _ einzelnen 
Baumen in denselben Gruppen groB sind, so sind sie es auch zwischen 
den einzelnen Friichten desselben Baumes. So finden wir im ganzen 
Schwankungen von 5 bis 68 y in der ersten und von 4 bis 43 y in der 
zweiten Gruppe, wie dies ohne weiteres verstiandlich ist. Es zeigt 


a te et A oo eS.hlUmMlC<C CO 
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dies, daB man nur durch Untersuchung vieler Einzelfriichte einen 
genaueren Einblick in die Verhaltnisse gewinnen kann. 

In den anderen Gruppen haben wir je nachdem bei dem einzelnen 
Baume gleichmaBigere oder ungleichmiaBigere Resultate. Auffallend 
sind die groBen Schwankungen von Baum zu Baum in der Gruppe C. 
Der Zufall bei der Probeerhebung mag da eine Rolle spielen. Je nachdem 
die Friichte von demselben Ast genommen werden oder von _ver- 
schiedenen Stellen des Baumes, sind gleichmiiB®igere oder ungleich- 
maBigere Werte zu erwarten. 

Die héchsten Werte finden wir bei dem Birnbaum in Gruppe F, 
und zwar sind hier alle untersuchten Friichte arsenreich. Es handelt 
sich wahrscheinlich um Spalierobst, welches dem Regen nicht aus- 
gesetzt war. Da das Material aus einer Versuchsanstalt stammt, kann 
mit der starken Spritzung ein bestimmter Zweck verbunden gewesen sein. 

Jede Einzelfrucht wurde gewogen. Es hitte zu weit gefiihrt, 
die Gewichte in der Tabelle auch anzugeben. Irgendein Zusammen- 
hang zwischen Gewicht und Arsengehalt besteht nicht. Folgende 
Zusammenstellung zweier beliebig herausgegriffener Reihen mag dies 
zeigen : 

Williams Butterbirne. 


Gewicht der Friichte in g . | 73 | 79 | 87 100 101 | 103 105 119 136 
vk ie a a a ane See 6 13) 138 5 5 7; 4 6 26 


Pommes Chateignes. 


Gewicht der Friichte ing . | 48 | 69 | 69) 72, 72; 75 82) 87 9% 
7 MOR. ss ss wo OE Pe a 55 17 18 13 10, 2i 


Je gréBer die Friichte gewachsen sind, desto geringer mu8 natiirlich 
ihr relativer Arsengehalt werden, da sich das einmal gegebene Arsen 
dann auf ein gréBeres Gewicht verteilt. 

Gehen wir nun zu den natiirlichen Nahrungsmitteln iber, um uns 
Rechenschaft dariiber zu geben, welche Arsenmengen hierzulande 
etwa aufgenommen werden. Die nachste Tabelle gibt uns Auskunft 
dariiber. 

Die Werte sind meist mit einer Stelle hinter dem Komma, bei Wein 
und Bier mit zwei Stellen angegeben, da hier mehrere Hundert Kubik- 
zentimeter verarbeitet worden sind. Wie in der vorhergehenden Arbeit 
ausgefiihrt wurde, sind nun aber die Schwierigkeiten bei der Bestimmung 
dieser kleinsten Arsenmengen recht groB und die Zahlen diirfen nicht 
als allzu genau angenommen werden, wohl aber geben sie die GréBen- 
ordnung gut wieder. Man verarbeitete bei Gemiise und Obst meist 
100 g frische Substanz oder 20 g Trockensubstanz, bei den trockenen 
Lebensmitteln 20g, so daB Werte von unter 5y zur Bestimmung 


gelangten. 
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Tabelle III. 
Arsengehalte von gewéhnlichen Lebensmitteln. 





In frischer bzw. . 
‘ocKen- " 
lufttrockener In Trocken Trockensubstanz 


Substanz substanz 
y As in 100g y As in 100g 0 
Pe Re 2,3 etwa 17,7 etwa 13 
RE. sia? eit sg. ne oul ete 0 - _— 
Ee rae 2,0 etwa 5,0 etwa 40 
SS Sy et, 13,0 ._ -——e » 2,8 
HiihnereiweibB. ..... 7,3 = SSS , <p 
Hibnereidotter .... . 23,6 » 48,0 - 
Weizen .. sy ade 13,8 ._ — = 
Weizenmehl ...... 12.6 ona a | 
Weizenkleie ...... 18,0 = ae ae 
rah fe tee at ey 16,0 » ee <a 
} | ee Salou ae 2,5 se 2,9 ae | 
Erbsen, gelbe . Paes 13,5 en = 
ErdnuS 9.5 . 9,7 ao, a 
Kakao (mit Pottasche beh. ) 105,5 » 12a ._ 
Schokolade . . 16,0 » 168 », 
Honig & 's 0 _ —_— 
Melasse : P 3,3 etwa 4,1 etwa 80 
Schnittmangold ; — 27,2 _ 
Federnkohl . 5,1 82,5 15,8 
Spinat . . -- 17,0 12,1 
Foldsalat (NaBler) . 4.6 43,0 10.8 
Endivie . 2,2 21,2 10,2 
Zwiebel 2.0 11,6 17,5 
Kartoffeln 0,8 8,4 24,0 
Pfalzerriben st dea ta 0,5 4,5 10,0 
Birnen, botan. Garten . . 2,6 14,2 18,4 
Apfel, Cellini, bot. Garten 2,7 19,2 14,1 
,  Chriselrainer . 1,0 aa 13,9 
Bohnapfel shi 1,2 6,2 19,5 
Pommes Chateignes cae 3,6 — _ 
Sultaninen . — 24 — 


Weibwein, La Cate 
Bier, helles. . 


- ©& 
Ee 2) 
SS or 
| 
| 
{ 
! 


Wenn wir die Arsengehalte der Trockensubstanzen miteinander 
vergleichen, so fallt vor allem der hohe, bei Kakao gefundene Wert 
in die Augen. Es handelt sich hier, wie die Untersuchung der Asche 
zeigte, um einen solubilisierten Kakao, und das Arsen kann recht wohl 
von der bei der Verarbeitung verwendeten Pottasche herriihren. Die 
Schokolade ergab denn auch einen dhnlichen Wert wie die iibrigen 
Lebensmittel. 

Nach dem Kakao finden wir den héchsten Gehalt in Hiihnerei, 
und zwar geben Eiweif und Dotter, auf Trockensubstanz bezogen, 
ahnliche Werte, wahrend auf die frische Substanz bezogen der Dotter 
bei weitem arsenreicher erscheint. 

Die niedrigsten Werte geben Butter, Honig, Melasse und die Erd- 
friichte, Kartoffeln und Riiben. Im iibrigen zeigen Kuhmilch, Getreide, 
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Leguminosen, Gemiise und Obst zwar etwas wechselnde Werte; wenn 
wir aber die geringe Anzahl der Analysen und gewisse Unsicherheiten 
in der Methodik in Betracht ziehen, so sticht keine dieser Gruppen 
aus den tibrigen besonders hervor. Wir kénnen sagen, daB alle unsere 
gewohnlichen pflanzlichen Nahrungsmittel — weiter hinten wird von 
einer Ausnahme die Rede sein — als sehr arsenarm, besonders auch 
im Vergleich mit den mit Arsen gespritzten Friichten, bezeichnet 
werden miissen. 

Fleischprodukte habe ich bisher noch nicht untersucht. Diese 
Liicke l4Bt sich aber ausfiillen durch die Werte, die Billeter in mensch- 
lichen Organen gefunden hat. Er fand, offenbar im getrockneten 
Material, im Muskelfleisch 8,0, in verschiedenen Organen 5,9 bis 
14,7 y, in den Nebennieren bis 30,9 y in 100 g. Fleischprodukte werden 
somit der GréBenordnung nach dhnliche Mengen Arsen enthalten 
wie die pflanzlichen Nahrungsmittel. 

Kochsalz der Rheinsalinen wurde auch auf Arsen gepriift. In 
5 g konnte kein Arsen nachgewiesen werden. 

Einen gewissen, wahrscheinlich ziemlich wechselnden Anteil an 
unserer Arsenaufnahme macht das mit dem Trinkwasser aufgenommene 
Arsen aus. In unserem Berner Leitungswasser, Emmentaler Leitung, 
wurden 3 y Arsen pro Liter gefunden. Uber den Gehalt einer gréBeren 
Reihe schweizerischer Trinkwasser hoffe ich bald berichten zu kénnen. 

In einer Reihe von Regenwissern fand man die in folgender Tabelle 
angegebenen Werte. 








’ Tabelle IV. 
Arsengehalt von rene tne (gefaBt in Muri bei Bern). 
‘pike Regenhihe me | As im 1 Liter 3 
mm } 
14. September . . 11,8 2,1 
19. = ae 9.3 4,9 
20. je i 3,7 (in 3 Std.) 2,1 
20/21. , ee 10,9 Be 
6./7. Oktober . . 8.5 1,7 


Es wurden alle Regenfalle zwischen dem 14. September bis 7. Ok- 
tober aufgefangen. Vom 19. bis 21. September fielen in Muri 23,9 mm 
Regen. Die Arsenmenge sinkt von einem Niederschlag zum anderen; 
besonders erheblich ist die erste Abnahme. 


Das Arsen wird also durch den Regen aus der Luft ausgewaschen. 
In welcher Form befindet es sich wohl in der Atmosphire ? Man dachte 
an die Méglichkeit, daB es als Arsenwasserstoff, also als Gas darin 
enthalten sei. Da ja Arsenverbindungen durch Schimmelpilze zu 
Arsenwasserstoff reduziert werden, kénnte dieser Vorgang bei der 
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Verwesung pflanzlicher Stoffe allgemein auftreten. Es lieB sich aber 
nicht nachweisen, daB dies wirklich der Fall ist. 

Der Regen wurde in der Regel in Steingutschalen unter Zusatz 
von etwas Permanganat aufgefangen und unter Zusatz von Schwefel- 
siure und Perhydrol eingedampft. Das Permanganat sollte allfillig 
vorhandenen Arsenwasserstoff oxydieren. Nun wurden Parallel- 
versuche in der Weise ausgefiihrt, daB man den Regen ohne Per- 
manganatzusatz auffing und zuerst auf ungefahr zwei Drittel eindampfte, 
bevor Schwefelsiure und Perhydrol zugesetzt wurde, um dadurch 
allfallig geléste gasférmige Arsenverbindungen wegzukochen. Der 
Regen wurde zugleich an zwei verschiedenen Orten in ungefihr 4 km 
Entfernung am 19./20. September gefaBt. 


In Muri mit Permanganatzusatz 4,3 As im Liter 


we Oe ie pa 5,6y As ,, "1 
”” Bern mit 99 4,0 Y As ” ” 
oo «Ohne - 3,8y As ,, _ 


Bei dem Regenwasser in Muri wird ohne Permanganatzusatz 
etwas mehr Arsen gefunden als mit Permanganat. Dieser Mehrwert 
kénnte aus dem Glas stammen, da Glas (vgl. die vorhergehende Arbeit) 
bereits bei sehr schwach alkalischer Reaktion Arsen an das Wasser 
abgibt. Bei den beiden Wassern in Bern ist der Wert mit und ohne 
Permanganat ungefahr gleich. 

Es 14Bt sich daraus nicht auf eine gasformige, durch Permanganat 
oxydierbare Verbindung schlieBen. Die niachstliegende Annahme 
ist wohl die, daB es sich usp arsenige Saéure handelt, welche mit dem 
Rauch der Kamine in die Atmosphare gelangt. Damit will aber eine 
Beobachtung nicht recht stimmen. Das Regenwasser von Bern wurde 
auf einer Terrasse des Eidgendssischen Gesundheitsamtes, in der Nahe 
der Bahnlinie, gefaBt, das Regenwasser von Muri hingegen in einem 
Villenquartier, entfernt von jeder Industrie. Da hatte man in Bern 
einen héheren Arsengehalt erwarten sollen, wie seinerzeit auch regel- 
maBig auf der. Terrasse des Gesundheitsamtes bedeutend mehr Jod 
gefunden wurde als in einem AuSenquartier von Bern. 

Bei unseren in Tabelle II] angefiihrten Lebensmitteln wissen wir 
nichts iiber den Arsengehalt des Bodens, auf welchem sie gewachsen 
sind. Es ist die Méglichkeit vorhanden, daB sie alle auf ziemlich arsen- 
armem Boden gewachsen sind und daher wenig Arsen aufgenommen 
haben, es kann aber auch sein, daB alle diese Pflanzen selbst aus arsen- 
reichem Boden nicht mehr als Spuren Arsen aufzunehmen vermégen. 
Ich war nun in der Lage, auch Pflanzen von sehr arsenreichem Boden 
zu untersuchen. 

In der Nahe von Buus im Kanton Baselland (Station Gelter- 
kinden) liegt auf Brauneisenerzuntergrund eine mit Unkraut und spar- 
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lichem Graswuchs bedeckte Wiese, die Erzmatt, welche vor 10 Jahren 
umgebrochen wurde und von da an kaum mehr Ertrige lieferte. 
Dr. Truninger, derzeitiger Chef der agrikulturchemischen Versuchs- 
anstalt Liebefeld, untersuchte die Verhaltnisse genauer und entdeckte 
im dortigen Boden einen hohen Arsengehalt von 0,156°,, in 50 bis 
60cm Tiefe von 0,995°, As,O,, wahrend die Brauneisenerzschicht 
gar 5,87°,, As,O, enthielt, welches in Form von Arsenkies vorzuliegen 
scheint. Die sparlichen Pflanzen, die dort wachsen, Gras, Klee, spitzer 
Wegerich, haben einen xerophylen Charakter, sie sehen mit ihrem 
gedrangten Wuchs und ihrer dunkelgriinen Farbung aus wie Pflanzen, 
welche unter Wassermangel leiden, und Truninger fiihrt das darauf 
zuriick, daB die Pflanzen das Bestreben haben, so wenig Wasser wie 
méglich aufzunehmen und damit auch so wenig Arsen wie méglich. 

Herr Dr. Truninger war so freundlich, mich an Ort und Stelle 
zu begleiten und mir bei der Probeentnahme mit seinem Rate be- 
hilflich zu sein. 

Die foigende Tabelle zeigt die Arsengehalte des gesammelten Pflanzen- 
materials und der erhobenen Erdproben und entsprechender Kontrollen. 


Tabelle V. Materialien von arsenreichem Boden nebst einigen Kontrollen. 





y As in 100g 








1. Kontrollerde, Muri bei Bern, Wiese, lufttrocken .. . 209 
2. Se 5 a ee 240 
3. Erde, "Erzmatt, ungefabr wee mer Mitte .. 2... s 158 000 
4. ., unter einem Apfelbaum, siidlich Erzmatt. . : 15 100 
a etwas dstlicher a's Nr. 4 9 300 
ae unter sinem Birnbaum, siidéstlich der Erzmatt . 2 500 
y As in 100g y As in 100g Trocken- 
frischer Trocken- substanz 
Substanz substanz O19 
7. Apfel auf Erde Nr. 4 gewachsen 1,2 . a 19,7 
8. a f 2,0 8.4 23,7 
9. Birne a ire | | a 1,3 6.8 19.9 
y AS 
in 100 g luft- 
trockenem Material 
10. Heu, Kontrolle aus der Umgegend der Erzmatt. 33,4 
11. Heu, Erzmatt . . . ; 86,4 
12. Emd, Kontrolle aus der U ‘mgegend der Erzmatt 27,0 
ae Erzmatt : 322 
14. Rotklee, Kontrolle . 22,0 
15. . Erzmatt 81 
16. Spitzwegerich, Erzmatt 340 
In 100 g frischer 
Substanz 
17. Regenwurm, Kontrolle, Muri 560 
18. ‘ Erzmatt 8900 
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Wir sehen, daB bereits gewéhnliche Erde ziemlich arsenreich 
ist. Die Erde in Muri ist aus einer Grundmorane des Aaregletschers 
der letzten Vergletscherung entstanden. Die Erde der Erzmatt enthalt 
700 bis 800mal mehr Arsen als diese Kontrollerde. Der siidlich an 
die Erzmatt angrenzende brauchbare Kulturboden trigt Obstbaume, 
welche uns Material lieferten. Die Erde unter diesen Baumen enthalt 
immer noch 10- bis 70 mal mehr Arsen als die Erde von Muri, die Friichte 
dieser Baume zeigen hingegen durchaus keinen erhéhten Arsengehalt 
gegentiber normalem Obst. Die Obstbaiume nehmen also auch aus 
arsenreichem Boden nicht mehr Arsen auf als aus arsenarmem; 
wenigstens gelangt nicht mehr in die Friichte. 

Die Heu- und Emdproben wurden dem Heustock des Pichters 
der Erzmatt, des Herrn Handschin, entnommen. Da dort Heu von 
verschiedenen Wiesen aufeinandergeschichtet war, bot es einige 
Schwierigkeiten, das richtige Material herauszufinden, und man kann 
sich fragen, ob nicht beziiglich der Heuprobe von der Erzmatt ein Irrtum 
unterlaufen ist. Wenigstens ist der groBe Unterschied im Arsengehalt 
des Heus und des Emdes der Erzmatt auffallend. Im Heu ist der Gehalt 
nur ungefahr 2,6mal héher als bei der Kontrolle, beim Emd hingegen 
15mal. Nun sehen wir aber bei Vergleichung des Klees und des spitzen 
Wegerichs von der Erzmatt — beide Pflanzen haben wir selbst auf 
das sorgfaltigste gesammelt —, daB die einzelnen Pflanzen auf diesem 
arsenreichen Boden sehr verschiedene Arsenmengen aufnehmen; 
im spitzen Wegerich haben wir 4mal mehr gefunden als im Klee. 
Gegeniiber der Kontrolle ist aber auch der Klee arsenreich. 

Nach Angabe des Herrn Handschin fressen die Pferde das Heu 
der Erzmatt nicht und den Schafen darf man es nur in Mischung mit 
anderem Heu verabreichen, da sie sonst krank werden. Auch beim 
Weidegang sind bei den Schafen Gesundheitsstérungen aufgetreten. 
Wir haben es also hier mit Arsenmengen zu tun, welche auf diese Tiere 
bereits toxisch wirken. 

Kulturversuche mit den verschiedensten Kulturpflanzen schlugen 
auf der Erzmatt fehl. Es scheinen nur einige wenige Pflanzen, besonders 
Unkrauter, wie der spitze Wegerich, den hohen Arsengehalt auszuhalten 
und sind dann imstande, verschieden hohe Arsenmengen aufzunehmen. 

Ein interessantes Resultat gab die Untersuchung eines Regen- 
wurms, der sich in der Bodenprobe von der Erzmatt befand. Tiere 
sind sehr selten in jenem Boden. Der Wurm war sehr kurz und dick 
und erinnerte darin an die Gestaltsinderung der Pflanzen, die unter 
dem Einflu8 des Arsens stehen. Er wurde zwei Tage lang in gewoéhn- 
lichem Boden gehalten, gut gewaschen, mit Formalin getétet und nach 
Entfernen des Darminhalts und griindlichem Waschen untersucht. 
Er wies einen 16mal héheren Arsengehalt auf als der auch schon arsen- 
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reiche Wurm von Muri. Regenwiirmer scheinen also stets arsenreich 
zu sein, kénnen aber auf arsenreichem Boden geradezu erstaunliche 
Arsenmengen aufnehmen. 


Wir haben gesehen, daB unsere gewohnliche Nahrung recht arsen- 
arm ist. Nun haben wir aber bisher nur die Nahrungsmittel unseres 
Binnenlandes beriicksichtigt. Sobald wir die aus dem Meere stammenden 
Nahrungsmittel in Betracht ziehen, andert sich die Sachlage erheblich. 


Bang' hatte gefunden, daB normale Urine in Schweden groBenteils 
sehr arsenreich sind. Er fand Gehalte bis zu 700 y As im Liter. Cox 
untersuchte ebenfalls schwedische Harne und fand bis 610 y As,O, 
oder 460 y As im Tagesurin. Es zeigte sich dann, daB der Arsengehalt 
von der Fischnahrung herriihrt und mit ihr wechselt. In verschiedenen 
Meerfischen fand Cox 10 bis 300 y As,O, auf 100g frische Substanz 
und ahnliche Werte, 10 bis 330 y fand auch Ramberg. 


Die nichste Tabelle zeigt einige Zahlen, die ich bei Meeres- und 
SiBwasserorganismen gefunden habe. 


Tabelle VI. 


Arsengehalt einiger Meeres- und Siiiwasserorganismen. 





y As in 100¢ y As in 100¢ lrocken- 


frischer Trocken- substanz 
Substanz substanz O69 
Meeresorganismen. 

Hering, englis:her, gekocht . . . . 170 - - 
WE See ele ag ee a 380 etwa 850 etwa 20 
Se ere ne 400 
a ay uke Ne cae oy 180 
I ee aoe Te ah 130 
I re betas ih ee) | Regu ally 160 
Sh a ee. Gt ak — ‘ — 

PS 8h ee -- 1550 

Deeeebioberan. . . . 6 kk - 70 

Renews, 1. Peabo... gS. . 410 1670 25.7 

ae f 6x8) wees 410 1630 25,0 

Bedeschwamm as a — 550 

i Bbare japanische Alge, Kombu . . _— 2010 

a = [ae - 3010 
Siubwasserorganismen. 

Egli aus dem Ziirichersee. . . 27 122 22.4 

Felchen’ aus dem Vier waldstattersee 
pee ee es Ma Uple 11 43 25,1 
Flossen und Schwanz eos tuned Gi 49 170 28,5 
Schuppen. . . a 42 91 45.8 

Moosihnl. Alge aus der. Aare bei Muri _ 190 


1 Siehe Cox, Analyst 50, 3, 1925; Ref. Zeitschr. f. analyt. Chem. 66, 
398, 1925. 
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Auf Trockensubstanz berechnet, kann man in den Meeresfischen 
leicht tiber 1 mg As in 100 g finden. In zwei Proben Langusten wurden 
auch sehr hohe Gehalte gefunden. Die héchsten Gehalte ergaben 
zwei eBbare japanische Algen, von denen sich besonders die erstere 
durch einen auBerordentlich hohen Jodgehalt, 265 mg in 100g, aus- 
gezeichnet hatte. 

Die Arsengehalte der Sit@wasserorganismen reichen bei weitem 
nicht an die Gehalte, welche bei Meeresorganismen gefunden worden 
sind, iiberragen aber doch die Werte der Landpflanzen (Tabelle ITI) 
betrachtlich. 

Man fiihrte nun noch einen Arsenstoffwechselversuch aus. Es 
wurden zwei Heringe von zusammen 200g eingenommen, welche 
900 y Arsen enthielten, und der in den nachsten 24 Stunden aus- 
geschiedene Harn auf Arsen untersucht. Wahrend normaler Harn 
von 24 Stunden 25 y enthielt, fand man hier 570 y oder 63 °%, der ein- 
genommenen Arsenmenge wieder. Somit wird das mit Meerfischen 
aufgenommene Arsen innerhalb 24 Stunden mehr als zur Halfte mit 
dem Harn ausgeschieden. i 

Wir kommen nun auf die anfangs gestellte Frage zuriick: Sind 
durch das Spritzen des Obstes mit Bleiarseniat Arsenvergiftungen 
zu befirchten ? 

Wenn wir auch von den allerhéchsten gefundenen Werten absehen, 
so kann es doch immerhin leicht vorkommen, da8 man Obst mit einem 
mittleren Gehalt von 50 y Arsen pro 100g eingekellert hat. Davon 
mag man im Laufe des Winters taglich vielleicht 500g essen. Wir 

\ k6nnen ‘auch eine entsprechende Einnahme durch SiiBmost oder ver- 
gorenen Obstwein annehmen. Dadurch wiirden wir etwa 250 y Arsen 
taglich zu uns nehmen, also etwa den vierten Teil von dem, was ich 
in zwei Heringen fand. Man wird nun auch durch tagliche Meerfisch- 
nahrung keine Gefahr laufen, sich mit Arsen zu vergiften; man hért 
auch nicht davon, da8 sich ein Binnenlander etwa langsam an Meerfisch- 
nahrung gewéhnen miisse. Die toxische Arsendosis liegt bedeutend 
héher. Ich bin daher der Ansicht, daB eine Arsenvergiftung durch 
Spritzmittel, die den Friichten anhaften, in der Regel nicht zu be- 
fiirchten ist. 

Ganz anders verhilt es sich nun mit der Gefahr einer Bleivergiftung 
durch Bleiarseniat. Nach der rohen Schatzung, die wir soeben vor- 
nahmen, wiirden wir tiglich zugleich mit den 250 y Arsen 1 mg Blei 
zu uns nehmen. Da Blei ein akkumulatives Gift ist und wir vorlaufig 
nichts dariiber wissen, daB es etwa auch in die Reihe der lebensnot- 
wendigen oder mit der normalen Nahrung aufgenommenen Elemente 
gehért, miissen wir die Bleiaufnahme in jeder Form und Menge streng 
zu vermeiden suchen, und unsere Ansicht geht dahin, daB Bleiarseniat 
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als Spritzmittel verboten werden sollte, daB aber andere Arsenpraparate, 
wie etwa Calciumarseniat, mit gewissen Einschrinkungen eher zu 
gestatten waren. 

Zusammenfassung. 

Es wurden ungefahr 125 mit Bleiarseniat und 15 mit Nosprasit 
(einer Kupfer-Arsenverbindung) gespritzte Friichte untersucht und 
darin Arsenmengen von einigen y bis zu 117 y pro Frucht festgestellt. 

Auch SiiBmost und vergorener Obstwein, welcher aus gespritzten 
Friichten hergestellt ist, enthalt erhebliche Mengen Arsen und auch Blei. 

In gewohnlichen Lebensmitteln wurden durchwegs geringe Arsen- 
mengen gefunden, im Maximum ungefahr 50 y in 100 g Trockensubstanz. 
Eine Ausnahme bildet solubilisierter Kakao, bei welchem das Arsen 
aus der verwendeten Pottasche stammen kénnte. 

In Regenwasser wurde regelmaBig etwas Arsen gefunden. 

Obst, welches auf arsenreichem Boden gewachsen ist, zeigte keinen 
erhéhten Arsengehalt, wchl aber ergaben Heu und Emd, ferner Rotklee 
und spitzer Wegerich starke bis sehr starke Erhéhung. AuBerordentlich 
arsenreich war ein Regenwurm aus arsenreichem Boden. 

In Ubereinstimmung mit Cox und mit Ramberg wurden bei 
Meeresorganismen sehr hohe Arsenmengen gefunden; die héchsten 
Gehalte, 2 und 3 mg in 100 g fanden sich bei eBbaren japanischen Algen. 

Es wird aus diesen Untersuchungen der SchluB gezogen, daB 
arsengespritzte Friichte kaum zu Arsenvergiftungen Anlai geben 
diirften. Hingegen ist das Bleiarseniat wegen seines Bleigehaltes zu 
verwerfen und sollte durch andere Arsenpriparate, wie Calcium- 
arseniat, ersetzt ‘werden. 


Nachtrag. Erst wihrend der Drucklegung kommt mir die Arbeit von 
Kielhéfer (Zeitschr. f. Unt. d. Nahrungsm. 58, 382, 1929) zu Gesicht, worin 
gezeigt wird, da ein betrachtlicher Teil des Bleies mit der Hefe ausgeschieden 
wird, daB eine weitere merkliche Bleiverminderung zwischen dem ersten 
und zweiten Abstich erfolgt, daB aber auch der klare Wein noch erhebliche 
Bleimengen enthalten kann. 











Uber den Jodgehalt frischer, dachreifer und fermentierter 
Tabakbliatter. 
Von 
Julius Schwaibold. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1929.) 


In den letzten Jahren hat man der Frage groBe Aufmerksamkeit ge- 
schenkt, inwieweit und in welcher Weise Spuren von Elementen Wachs- 
tum und Eigenschaften von Vegetabilien beeinflussen. Insbesondere 
liegen nach dieser Hinsicht tiber das Jod ausgedehnte Arbeiten vor. 
Wenig bekannt sind die Verhaltnisse beim Tabak. Nur eine einzige 
und ganz andere Ziele verfolgende Untersuchung ist meines Wissens 
hieriiber angestellt, und zwar von Th. v. Fellenberg’. Der Autor hat 
gezeigt, daB beim Verrauchen von Schweizer Stumpen in der Asche 
und in verstarktem Mae in dem zuriickbleibenden Stummel Jod vor- 
handen ist, wahrend die eigentlichen Verbrennungsprodukte mit 
EinschluB des gewinnbaren Teers jodfrei befunden wurden. 

Um Genaueres iiber die Sachlage beim Tabak zu erfahren, wurde 
eine Reihe von Versuchen tiber den Jodgehalt frisch gepfliickter sowie 
eben dachreif gewordener Tabakblatter vorgenommen, die in Dahlem 
gewachsen bzw. dort zur Dachreife getrocknet waren. Weiter wurden 
fermentierte Handelsprodukte von Blattern gepriift, die noch nicht 
auf Zigarren bzw. Zigaretten verarbeitet waren. 

Es stellte sich heraus, da8B in allen Tabaken zu jeder Zeit Jod vor- 
kommt und dies in sehr wechselnden Mengen. Man mu8 diese Schwankun- 
gen im Jodgehalt auf den ungleichen Jodgehalt des jeweiligen Standortes 
zuriickfiihren. An den selbst gezogenen Tabaken ergab sich vorlaufig, 
daB die Jodaufnahme durch die Pflanze auch wesentlich von der Sorte 
abhangig zu sein scheint. Bei recht konstantem Jodgehalt des Dahlemer 
Bodens zeigten naimlich die Sorten Geudertheimer (Pfalzer Zigarren- 
tabak) und Bacchi Bagli Prossotsan Drama (Griechischer Zigaretten- 
tabak) einen deutlich verschiedenen Gehalt an jenem Element. 


1 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 189, 440, 1923. 
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Die Priifung auf Jod geschah nach der von mir friiher angegebenen 
Methode?!, die ohne Abanderung auf das Tabakmaterial anwendbar ist. 

Die frischen Tabakblatter wurden vor der Verbrennung, die fiir 
die Analyse notwendig ist, im Exsikkator iiber Chlorcalcium und 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

Um einigermaBen vergleichbare Angaben machen zu kénnen, wurde 
der Jodgehalt jeweils in Beziehung zu dem Gehalt der selben Probe 
an Calcium gesetzt. Dazu mu8 bemerkt werden, daB fiirs erste die 
im dachreifen und unmittelbar nach der Ernte im frischen Zustande 
untersuchten Materialien nicht zur gleichen Vegetationszeit analysiert 
worden sind; die frischen Blatter standen langer auf dem Felde, so 
daB zunehmende Verholzung u. dgl. von Einflu8 auf den Mineralstoff 
gewesen sein kann. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus der nachstehenden Zusammen- 
stellung. 

Hinzugefiigt sei, daB der Boden des Dahlemer Feldes nach Durch- 
schnittsproben an verschiedenen Stellen sich als recht gleichmafig 
erwies. Die Entnahmen erfolgten nach den iiblichen Grundsitzen der 
Agrikulturchemie. Die Analyse des Boden-jods wurde so vorgenommen, 
daB8 der lufttrockene Boden einerseits bei 1000° im Sauerstoffstrom 
erhitzt und andererseits durch Behandeln mit verdiinnter Salzsiure 
(etwa 1°%ig) bei Zimmertemperatur ausgelaugt wurde, wodurch eine 
gewisse Differenzierung des Boden-jods bewirkt wird. 

Nachstehende Tabelle I enthalt die Untersuchungsergebnisse fiir 
die hier gewachsénen Tabake und den zugehérigen Boden. Zur er- 
ganzenden Kennzeichnung des letzteren ist auch sein Jod-abspaltungs- 
vermégen? und die pg-Zahl festgestellt worden. 





Tabelle I. 
or J y-°/9 im Boden 
Ca J im Tabak (lufttrocken) a 
oa it i abdspal- 
Tabaksorte Seige: E- Ca ee HC cae PH 
0 0 0 ] 0 0 Gesafnt léslich eee aes 
1 | Geudertheimer, frisch . 2,21 150 6790) 42 12 0 6,68 
2 le dachreif 4,79 84 1760 
3 || Drama, frisch. ... . 1,72 85 4959 43 17 0 6,52 
4 » @Gachreif. ... | 4@ 64 1450 


Der frische Tabak wurde sofort nach der Ernte zerschnitten und, 
wie oben angegeben, getrocknet. Die dachreifen Tabakblitter wurden 
nicht weiter behandelt ; auch die gebrauchsfertigen Tabaksorten wurden 


1 J. Schwaibold, Chemiker-Ztg. 58, 22, 1929. 
2 K. Scharrer und J. Schwaibold, diese Zeitschr. 200, 258, 1928. 
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in ihrem jeweiligen Zustand untersucht. Vor den Verbrennungen wurden 
alle Sorten zu Pulver gemahlen. 

Die Untersuchungsergebnisse der iibrigen Tabaksorten sind aus 
der Tabelle II ersichtlich. 





Tabelle II. 
1 ne : a Bemerkungen. 
Tabaksorte Ca y ¥:Ca a) ee 
oj, oF lg Tabak fiir 
ee ee eX 8,01 95 3160 Zigarren 
Marienwerder. ..... 5,04 88 1750 Zigarren und Pfeifen 
Zant Jaka® ..... + 5,09 90 1770 Zigaretten (dachreif) 
” ” Pe er re te oe 5,72 55 960 Zigaretten ** 
MS ee ibs ee oe 4,38 127 2900 » 
TE ener gers aes 3,14 62 1980 > 
Ren BL ke se 3,29 68 2070 Zigarren 
IY 5 See ong ey 3,81 112 2950 Zigaretten 
BS eg a ae Sp 2,87 110 3830 Zigarren 
IE ak 6. | ayes es ese 2,28 175 7680 ‘ 
NR al, ye 8,82 152 3980 a 


* Dieser Tabak war im Exsikkator getrocknet. 
** In Dahlem vergoren. 


Im Gehalt an Ca zeigten sich groBe Verschiedenheiten, die nicht 
allein durch ungleichen Wassergehalt verursacht werden; siehe hierzu 
8.319. Da nun — ob zufallig oder in ursichlichem Zusammenhange, 
mu8 unentschieden bleiben — mehrfach unter den obwaltenden Be- 
dingungen den héchsten Jodwerten die geringsten Calciumzahlen 
gegentiberstehen, so kommen in dieser Tabelle die auf den Tabak be- 
zogenen Werte fiir die Beurteilung der absoluten Jodmengen vorwiegend 
in Frage, wahrend die auf Calcium bezogenc Reihe das gerade be- 
stehende Verhaltnis dieser beiden Elemente kennzeichnet. 

Uber den weitgehenden Einflu8 von kiinstlichen Diingemitteln 
auf den Ca-Gehalt des Tabaks hat vor kurzem Haas Angaben 
gemacht?. Bei den Vorgingen wihrend der Dachreifung erscheint 
die Méglichkeit eines Verlustes an Jod nicht ausgeschlossen. Die mit- 
geteilten Daten kénnen als Ausgangspunkt fiir weitere Unter- 
suchungen dienen. 


1 A. R. C. Haas, Botan. Gaz. 88, 96, 1929. 
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Ermittlung des Cystingehaltes von Proteinen auf 
kolorimetrischem Wege. 


Von 


A. Blankenstein. 


(Aus dem Laboratorium des Rheumaforschungsinstituts beim Landesbad 
Aachen.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1929.) 


Einleitung. 


Es war von Interesse, eine fiir Serienversuche brauchbare, rasch 
ausfiihrbare und hinreichend genaue Methode zur Bestimmung des 
Cystingehaltes der EiweiBk6rper auszuarbeiten. Da es sich bei physio- 
logischem bzw. klinischem Material nur um kleine Cystinmengen 
handeln konnte, kam dafiir nur eine kolorimetrische Methode in Betracht. 


Folin und Looney (1) haben eine solche Methode ausgearbeitet, die 
auf der Blaufirbung mit dem Phenolreagens beruht. Je 1,0 und 3,0 cem 
der 0,1 %igen Cystinstandardlésung wurden in 100-ccm-MeBkolben mit je 
20 cem gesattigter Scdalésung und 10 ccm 20 %iger Natriumsulfitlésung 
versetzt. Nach 5 Minuten gaben wir 3ccm des Phenolreagens hinzu, das 
nach der Vorschrift von Folin und Denis aus reinsten Reagenzien hergestellt 
war. Nach weiteren 10 Minuten wurden die MeSkolben mit Wasser auf 
100 cem aufgefiillt. Nach guter Durchmischung der Lésungen wurde 
kolorimetriert. Wir konnten eine Abhangigkeit der Farbintensitaét vom 
Cystingehalt nur qualitativ und innerhalb engster Grenzen feststellen 
(Tabelle I). 

Tabelle I. 





Cystingehalt Kolorimeter 


mg links rechts 

0,3 10 

0,5 9,8 

1,0 10 

3,0 8.5 
Leerversuch 12 


Richtigkeit der Ergebnisse war schon deshalb kaum zu erwarten, 
weil auch im Leerversuch, ohne Cystin, Blaufarbung auftrat, die in obiger 
Tabelle Kolorimeterstellung 12 ergab. Als Grund fiir diese Blaufarbung 
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geben Hunter und Eagles (2) das Auftreten von freier Kohlenséure und 
schwefliger Saure an, die bereits ohne Cystin die Reduktion des Phenol- 
reagens bewirken. Letztere Autoren modifizieren die Methode in der Weise, 
dal sie die Sodalésung durch Natronlauge und Lithiumsulfat ersetzen. 
Aber auch nach dieser Veraénderung fanden wir schon im Leerversuch 
Blaufarbung, die von der schwefligen Saéure herriihrte. Dieser EinfluB 
machte sich so stark stérend bemerkbar, daS nicht einmal qualitative 
Abhangigkeit der Farbintensitat vom Cystingehalt gefunden wurde. Der Ver- 
gleich der Farbintensitaéten, die von 1,0 und 2,0 mg Cystin erzeugt wurden, 
zeigte im Kolorimeter quantitative Gleichheit der Einstellung. Abderhalden 
und Wertheimer (3) haben gelegentlich ihrer Arbeiten tiber die Umwandlung 
von Cystein in Cystin eine andere kolorimetrische Methode angewandt. 
Sie beruht auf der Rotfairbung des Cystins mit Nitroprussidnatrium in 
alkalischer Lésung. Diese von Mérner 1899 aufgefundene Reaktion ist 
fiir Zwecke der Cystinbestimmung in Gewebea von geniigender Spezifitat, 
da stérende Substanzen, wie Aceton, Athylacetoessigsiure, Cyanacetamid 
und andere, dort kaum vorkommen diirften (4). Nach Abderhalden und 
Wertheimer vergleicht man durch Nitroprussidnatrium gefarbte Lésungen 
von Cystein in Cyankalium mit empirisch hergestellten Farbmischungen 
von Bordeauxrot und Methylenblau. Der Bereich der Cysteinmengen soll 
zwischen 1,0 und 0,1 mg salzsauren Cysteins liegen. Die Reduktion von 
Cystin zu Cystein erfolgt mit 1- bis 5%igen Lésungen von Natriumsulfit, 
wobei, zur Hemmung einer erneuten Oxydation zu Cystin, Cyankalilésung 
hinzugefiigt wird. 

Da die Arbeit von Abderhalden und Wertheimer Angaben itiber 
die Mengenverhaltnisse, die man zur Reduktion des Cystins bendétigt, 
nicht enthalt, war es fiir die Ausarbeitung einer Methode zur Be- 
stimmung von Cystin geboten, die giinstigsten Mengen und Konzen- 
trationen sowie die Reihenfolge des Zusatzes der Reagenzien zu 
ermitteln. 


Als Standardlésung wurde zunichst eine 0,1°%ige Lésung von Cystin 
in normaler Schwefelséiure angewandt; die Natronlauge war normal; die 
Nitroprussidnatriumlésung 5°%ig, die Cyankalilésung n/50. 

Sulfitkonzentration und -menge. 0,5 ccm = mg Cystin, 4eem Cyankali- 
lésung, 2ce n Natronlauge wurden mit 4cem Natriumsulfitlésung versetzt, 
worauf 4 bis 6 Tropfen Nitroprussidnatriumlésung hinzugegeben wurden. 
Versuche mit l-, 3-, 5-, 10- und 20%iger Natriumsulfitlésung ergaben, 
da ein Farboptimu™m bei Verwendung der 20 %igen Lésung erreicht werden 
konnte, das durch weitere Steigerung der Natriumsulfitkonzentration 
nicht mehr iiberschritten wurde. Zur Ermittlung der Menge der Sulfit 
lésung diente eine Versuchsreihe, in der 2 bis 7cem Sulfitlésung zu 
sonst gleichbleibenden Mengen der iibrigen Reagenzien hinzugefiigt 
wurden. Bei Zugabe von 5ccm Natriumsulfitlésung war die intensivste 
Farbung erreicht. 


Menge der Cyankalilésung. In ahnlicher Weise wurde durch Zugabe 
von je 2 bis 7ccm zu gleichbleibenden Mengen der tibrigen Reagenzien 
gefunden, daB die Farbintensitat nahezu unveraéndert bleibt. Um auch 
bei unter Umstanden gré8eren Cystinmengen in diesem giinstigen Bereich 
zu bleiben, wurde fiir die folgenden Versuche der keinesfalls zu geringe 
Zusatz von 5cem Cyankalilésung gewahit. 
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Menge des Indikators. Fiic simtliche angewandten Fliissigkeitsvolumina 
(10 bis 20 com) war ein Zusatz von 4 bis 8 Tropfen frisch bereiteter Nitro- 
prussidnatriumlésung vollstaéndig ausreichend. 

Menge der Natronlauge. Da bei Zugabe von 1 ccm normaler Natron- 
lauge zu den tibrigen Reagenzien, die in den oben abgeleiteten Mengen 
verwandt wurden, die Lésung noch sauer reagierte, kamen nur Mengen 
von 2 ccm aufwiarts steigend in Betracht. Die Versuchsreihe ergab, dal mit 
steigender Natronlaugemenge sowohl die Farbintensitéit als auch die Dauer 
ihrer Haltbarkeit stark nachlaBt, so daB ein Zusatz von 2 ccm normaler 
Natronlauge als giinstigster gelten muB. 

Reihenfolge des Zusatzes der Reagenzien. Durch zahlreiche Versuche 
wurde ermittelt, da Farbintensitét und Haltbarkeit am besten waren, 
wenn man die Reagenzien (in den oben ermittelten Mengen) in folgender 
Reihenfolge zugab: Cystinlésung, Cyankali, Natriumsulfit, Natronlauge, 
Nitroprussidnatrium. 

Dauer der Reaktion. Tabelle II gibt die Versuche, die.der Ermittlung 
der zur Reduktion giinstigsten Zeit dienten, an. Die Wartezeit ist in Minuten 
vor den Reagenzien angegeben, vor deren Zugabe gewartet wurde. Wahrend 
bei Versuch 3, wie bei allen bisherigen Versuchen, sofortiger Farbumschlag 
in Gelb stattfand, dauerte das Anhalten von Rot bei Versuch 1 und 2 
2 Minuten, bei Versuch 4 90 Sekunden. Am giinstigsten war also eine Warte- 
zeit von 5 Minuten vor Zusatz der Natronlauge. 


Tabelle II. 





¥ Cystin KCN NagSOgz 5 Minuten NaOH Indikat. 
2. a KCN | Na,80, | 10 , NaOH 

3. ‘i KCN NayS Oz sofort NaOH 

4. ‘ KCN NaySOs NaOH 5 Minuten 


Quantitative Auswertung. Ehe man an die Kolorimetrie im Duboscq- 
kolorimeter gehen konnte, war es noch nétig, die Zeit der Haltbarkeit 
der Farbe zu steigern. Wie schon gesagt, war die Natronlauge Haupt- 
ursache des raschen Abblassens. Einige Versuche zielten dahin, durch 
tropfenweisen Zusatz derselben das nétige Minimum zu ermitteln. 
Es ergab sich dabei natiirlich eine starke Abhingigkeit: dieser Menge 
von der vorhandenen Siuremenge. Da die genaue Feststellung der 
jeweiligen Alkaleszenz fiir die Methode zu umstandlich geworden wire, 
suchten wir die Natronlauge durch Sodalésung zu ersetzen, bei deren 
Anwendung eine langere Haltbarkeit der Farbe beobachtet wurde. 
Es wurden Zusitze von gesittigter Sodalésung von je 0,5 bis 0,8 ccm 
gemacht, wobei sich gleiche Farbintensitat von mehr als zweistiindiger 
Haltbarkeit ergab. Wie im Falle der Cyankalimenge, waihlte man auch 
hier fiir die folgenden Versuche einen Zusatz in der mittelgroBen Menge 
von 4cem. Tabelle III ergibt jedoch, daB die Farbintensitat nicht pro- 
portional der Cystinmenge war. Nachtraglich wurde ermittelt, dab 
auch der Leerversuch (ohne Cystin) schwache Rotfarbung mit Nitro- 
prussidnatrium ergibt. Anscheinend war die Reduktionswirkung 
der Sodalésung nicht groB genug. Um dieselbe zu vergréBern, fiigten 
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wir auBer der Sodalésung ein wenig Natronlauge (0,5 bis 1 ccm) hinzu, 
mit dem Ergebnis, daB auch jetzt die Kolorimetrie keine quantitativen 
Werte ergab und die Farbe wieder sehr schnell verschwand. 





Tabelle III. 
Cystin KCN Nas SO, Soda ation 
mg ecm ecm ecm 
0,5 4 4 4 15 
1,0 4 4 4 13 
1,5 4 4 4 12 
2,0 4 4 4 12 


Reduktion durch Kochen in alkalischer Lésung. Da erwiesen war, 
daB die Reduktion des Cystins mit Natriumsulfit nicht zum Ziele 
fiihrte, kam nur ein anderes Prinzip zur Reduktion in Frage. Es ist 
bekannt, da8 ein groBer Teil von Cystin durch Kochen in alkalischer 
Lésung zu Schwefelmetall bzw. zu Schwefelwasserstoff reduziert 
werden kann (5). Die Reduktion erfolgt selbst bei Zusatz katalytisch 
wirkender Metalle (Blei, Quecksilber) sehr langsam. 


Kochen mit Natronlauge. Wir brachten 1 mg Cystin von der 
0,1 igen schwefelsauren Lésung mit 3ccm normaler Natronlauge 
eine Viertelstunde in ein siedendes Wasserbad. Wahrend die heiSen 
Reagenzien keine Farbung mit Nitroprussidnatrium ergaben, erhielten 
wir nach Kiihlung durch Leitungswasser die gewohnliche Farbreaktion, 
die allercdings rasch, euch bei Zusatz von Cyankali, in Gelb umschlug. 
Die Frage war also wie bei den friiheren Versuchen: LaBt sich der rasche 
Farbumschlag verhindern, wenn statt Natronlauge eine andere alkalisch 
reagierende Fliissigkeit verwandt wird ? 


Kochen mit Sodalésung. Gesittigte Sodalésung ohne Cyankali 
gab ebenfalls sehr raschen Farbumschlag. Setzte man Cyankali hinzu, 
blieb die Farbe immerhin so lange bestehen, daB man im Duboscq 
kolorimetrieren konnte. Ein Zusatz von wenigen Tropfen Natronlauge 
verschlechterte die Haltbarkeit merklich. Immerhin lieB sich ermitteln, 
daB bei angewandten Cystinmengen von 0,5 bis 5 mg 15 Minuten langes 
Kochen die Intensitét der Farbe nicht mehr steigerte. Die Reduktion 
war also in 15 Minuten soweit wie tiberhaupt méglich erfolgt. Tabelle IV 





Tabelle IV. 
Cystin Soda | KCN Kolorimeter 
cem com seer 
0,5 3 ‘ ” 
10 3 4 16 
2'0 3 4 14 





—. a a 
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zeigt, daB trotzdem die Farbintensitaéten nicht den Cystingehalten 
proportional waren. Versuche mit Lésungen von Cystin in n/10 Salz- 
siure blieben ebenfalls erfolglos. 

Kochen mit Ammoniak. Wiahlte man als alkalisches Reduktions- 
mittel Ammoniak (triplex), so blieb die bordeauxrote Farbe mindestens 
10 Minuten bestehen, ohne merklich abzublassen. Die Farbintensitaten 
entsprachen quantitativ den Cystingehalten. Bei simtlichen Versuchen, 
deren wichtigste in Tabelle V enthalten sind, wurde vor dem Zusatz 
der Nitroprussidnatriumlésung unter der Wasserleitung gekiihlt. 


Tabelle V. 





Kochdauer Kolori- 


Cystin n NaOH NH, KON Min. moter ; Bemerkungen 

0,5 05 1 4 15 Rasch gelb 

0,5 — 3 — 15 pare 

1,0 one 3 ail 15 Rasch gelb 

0,5 - 3 4 15 20 l 

1,0 - 3 4 15 16 Gut haltbare Farbe 
2.0 — 3 4 15 5 

1,0 _— 4 4 5 Heller als die3 folgenden 
1,0 — 4 4 10 

1,0 —_ 4 4 15 | Gleiche Farbe 

1,0 -- 4 4 30 

1,0 _ 4 4 5 20 

2,0 4 4 5 11 Bei 10 Min. dunkler als 
1.0 _ 4 4 10 20 bei 5 Min. 

2,0 4 4 10 10 

3,0 “ 10 «6 15 20 ‘Pear 

6.0 nF 10 6 15 10 | Farbe sehr dunkel 
re ze on - “ 20 10 Gut kolorimetrierbar 
0,5 -— 5 5 15 20 

1,0 ~~ 5 5 15 10 

2.0 — 5 5 15 5 

oe pa : : ~ Nicht kolorimetrierbar 
1,0 ccm inn H, SO, 4 4 15 5 

iO... ~a8a 4 4 15 5 

10 , ,n/l0HCI 4 4 15 5 


Die fiir die Ausfiihrung der Methode wichtigsten Ergebnisse sind 
folgende: Fiir Cystinmengen von 0,5 bis 6 mg ist die Kochdauer von 
15 Minuten ausreichend. Da bei gréBeren Mengen (4 bis 6 mg) die 
Farbe sehr intensiv ist, empfiehlt es sich, die Cystinlésung in diesen 
Fallen auf den giinstigsten Bereich von 1 bis 3 mg zu_ verdiinnen. 
Unterhalb vom Cystingehalt 0,5 mg ist die Kolorimetrie in der an- 
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gegebenen Weise nicht méglich, da die aéuBerst schwache Farbe sehr 
rasch abblaBt. Anwendung von gréBeren Cystinmengen, bei ent- 
sprechender Verdiinnung der Standardlésung, wie unten gezeigt, er- 
weitert die untere Grenze der Bestimmbarkeit noch betrichtlich. 
Wie der letzte Versuch in Tabelle V zeigt, ist es gleichgiiltig, ob das 
Cystin in Salzsiure oder Schwefelsiure gelést ist, deren Konzentration 
zwischen normaler und n/10 Saure schwanken darf. 

Kolorimetrie kleiner Cystinmengen. Da die Methode zur Be- 
stimmung kleiner Cystinmengen noch nicht brauchbar war, muBbte 
eine kleine Modifikation angebracht werden. Es war gezeigt, daB 
mindestens 0,5 mg Cystin zur sicheren Kolorimetrie vorliegen muBten. 
Bei kleineren Mengen war es also das gegebene, die Cystinmenge soweit 
als nétig zu erhéhen. Bei einem Gehalt von 0,05 mg im Kubikzenti- 
meter hatte man also 10 cem, bei 0,2 mg im Kubikzentimeter 2,5 ccm 
nehmen miissen usw. Damit hitte sich gleichzeitig dauernde Anderung 
der Mengen der Standardlésung und der tibrigen Zusiatze als notwendig 
erwiesen. Man hatte die erforderlichen Mengen jeweils empirisch 
ermitteln miissen, was nicht nur zeitraubend gewesen wire, sondern 
auch viel Material erfordert hatte und endlich die Berechnung sehr 
uniibersichtlich gemacht haben wiirde. 

Methodik. Wir gingen dem so aus dem Wege, daB wir die Standard- 
lésung im allgemeinen 4/;.°,ig machten. Da es sich empfahl, daB das 
Lésungsmittel der Standardlésung dieselbe Aziditaét hatte wie die 
unbekannte Lésung, und da es sich bei den folgenden Untersuchungen 
stets um Schwefelsiurehydrolysate handelte, wurde die Zusammen- 
setzung fiir 100 ccm Standardlésung wie folgt ermittelt : 20 ccm 0,1 “Sige 
Cystinléisung in nH,SO, + 50cem nH,8O, + 30cem 20 volum- 
prozentige H,SO,. 10 ccm davon, entsprechend 2 mg Cystin, wurden 
angewandt. Von der Lésung unbekannten Cystingehaltes nahm man 
ebenfalls 10cem. Dazu gaben wir, im 25-cem-MefSkolben, je 5 ccm 
n/50 KCN-Lésung und 6 ccm Ammoniak (triplex). Nach Umschiitteln 
wurden beide MeSkolben in ein siedendes Wasserbad gehangt, wobei 
wir zur Vermeidung von Uberspritzen auf‘ jeden Kolben einen kleinen 
Trichter setzten. Nach 15 Minuten wurde unter flieBendem Leitungs- 
wasser rasch gekiihlt. Beide Kolben wurden mit Ammoniak bis zur 
Marke gefillt. Nach guter Durchmischung der Kolbeninhalte, vor- 
genommen durch AusgieBen in Bechergliser, setzte man zu jeder 
Lésung 6 bis 8 Tropfen 5°,ige Nitroprussidnatriumlésung. Danach 
wurde sofort kolorimetriert. 


Berechnung des Cystingehaltes. Das Kolorimeter wurde auf der 
Seite der Standardlésung meistens auf 10 mm gestellt. War die Ein- 
stellung auf der Seite der unbekannten Lésung beispielsweise 15 mm, 
so gestaltete sich die Rechnung wie folgt: 10:15 = 2:2. 2 ist der 
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Cystingehalt der Standardlésung in Milligrammen. 2x ist demnach 
die Cystinmenge in den angewandten 10 ccm, ebenfalls in Milligrammen 
ausgedriickt. In unserem Beispiel: x = 1,33 mg (10 ccm enthalten 
1,33 mg). Wenn man annimmt, da8 das Verhaltnis der Farbintensitaten 
von 1:6 am Kolorimeter noch hinreichend genau einstellbar ist, wire 
also der Bereich, innerhalb dessen Cystin in der angegebenen Weise 
bestimmbar ist, 2.6 = 12 bzw. 2:6 = 0,33. Praktisch wird man 
natiirlich in diesen extremen Fallen die Konzentration der Standard- 
lésungen entsprechend variieren. Dabei empfiehlt es sich, zur Erzielung 
gleicher Farbténe die Aziditat der Standardlésung jeweils derjenigen 
der unbekannten Lésung anzupassen. 

Sdurehydrolyse von reinem Cystin. Ehe man darangehen konnte, 
den Cystingehalt von Proteinhydrolysaten zu bestimmen, war noch 
zu untersuchen, ob reines Cystin nach Vornahme einer zwélfstiindigen 
Saurehydrolyse quantitativ erhalten blieb. Zu diesem Zwecke wurden 
in zwei Kjeldahlkolben je 30 und 15 mg Cystin mit je 25 com 20 °,iger 
Schwefelsiure 14 Stunden am Liebigkiihler gekocht. Beide Proben 
wurden mit Wasser auf 190 cem verdiinnt, so daB 0,03 und 0,015 °,ige 
Cystinlésungen in 5°, iger Schwefelsiure vorlagen. Die Kolorimetrie 
zeigte, daB in beiden Fallen das Cystin quantitativ vorlag. Die Standard- 
lésung war 0,1 °,ig. Wir verglichen davon 1,5 ccm == mg mit je 5 ccm 
(1,5 mg bzw. 0,75 mg) der Versuchslésung und erhielten als Verhaltnis 
der Farbintensitéten im ersten Falle 15:16, im zweiten Falle 15: 31, 
Zahlen, die den vorliegenden Cystingehalten ausreichend entsprachen. 

Entfdrbung der Proteinhydrolysate. Da bei der Kolorimetrie jede 
Eigenfarbe der zu untersuchenden Lésung stéren muBte, war es not- 
wendig, die Huminsubstanzen aus den Hydrolysaten zu entfernen 
bzw. die Proteinspaltung so vorzunehmen, da farblose Fliissigkeiten 
vorlagen. Fir die Proteinspaltung allgemein kamen in Frage: Saure- 
hydrolyse, Barythydrolyse und Trypsinverdauung. In.diesem Falle 
war die Barythydrolyse von vornherein auszuschlieBen, weil dabei 
simtlicher Cystinschwefel als Schwefelwasserstoff fliichtig war. 
Trypsinverdauung ergab stark gelb gefirbte Fliissigkeiten, deren 
Verwendung zur Kolorimetrie ausgeschlossen war. So blieb nur die 
Saurehydrolyse, deren Produkte stets schwarz gefirbt waren, selbst 
nach Zugabe von Natriumsulfit, das die Bildung von Melanoidinen 
verhindern soll (5). Fiir die Entfairbung der Hydrolysate kam Aus- 
schiittlung mit Tierkohle oder mit Bolus alba in Betracht. Nachdem 
wir gesehen hatten, daB Hydrolysate von Casein sich sowohl mit Kohle 
als auch Bolus alba bis zur Farblosigkeit ausschiitteln lieBen, mubte 
der Leerversuch mit Cystinstandardlésung zeigen, ob nicht etwa 
Adsorption von Cystin an Kohle oder Bolus die Ergebnisse falschen 
kénnte. Je 25 ccm Cystinlésung (0,1 °,,ig) wurden einerseits mit Carbo 
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medicinalis, andererseits mit Bolus alba geschiittelt und abfiltriert. 
Die Kolorimetrie ergab, daB8 durch Kohle 67°, durch Bolus alba 
50°, des Cystins adsorbiert wurden. 

Ausschiittlung mit Kohle. Die Notwendigkeit des Auswaschens 
war somit bewiesen. Im Falle der Kohleauschiittlung brachte Aus- 
waschen selbst mit der sechsfachen Menge Wasser keine quantitative 
Ausbeute. Wurde mit drei- bis vierfacher Menge Schwefelsiure aus- 
gewaschen, so konnte man bis zu 75 °, des Cystins wiederfinden ; jedoch 
waren die Versuche schlecht reproduzierbar. Ein noch vollstandigeres 
Auswaschen mit gréBeren Siuremengen wurde unterlassen, weil dann 
die Lésung vor der Kolorimetrie wieder hatte eingeengt werden miissen. 
Schiittelte man aus, nachdem man die Lésung mit Ammoniak alkalisch 
gemacht hatte, so wurden die Ergebnisse besser, jedoch niemals 
quantitativ. 

Ausschiittlung mit Bolus alba. Die Erfahrungen bei der Kohle- 
ausschiittlung eriibrigten beim Entfarben mit Bolus alba eine ganze 
Reihe von Versuchen. Wenn man sowohl Cystinstandardlésung wie 
auch hydrolysiertes Cystin mit Bolus ausschiittelte, das Bolus abfiltrierte 
und mit etwa 35ccm normaler Schwefelsiure auswusch, konnte man 
das gesamte Cystin im Filtrat nachweisen. 

Zusatzversuche. Um iiber diese letzten Ergebnisse auch bei Protein- 
hydrolysaten Sicherheit zu erhalten, wurden Zusatzversuche wie folgt 
angestellt: Als am schnellsten aufschlieBbarer EiweiSkérper wurde 
1g Witte-Peston 6 bis 8 Stunden in 15cem 20% iger Schwefelsiure 
am Riickflubkiihler hydrolysiert. Parallel damit hydrolysierten wir 
1 g Witte-Pepton, dem 20 mg Cystin zugesetzt waren, in gleicher Weise. 
Die Menge des Bolus, die zum Ausschiitteln verwandt wurde, war 
so bemessen, daB die Fliissigkeiten noch zahfliissig waren. Nach Aus- 
schiitteln im Kjeldahlkolben filtrierten wir die Hydrolysate in 50-cem- 
Kolben hinein. Die Kjeldahlkolben wurden mit kleinen Mengen 
normaler Schwefelsiure ausgespiilt, die nach und nach auf die gleichen 
Filter gebracht wurden wie die Hydrolysate. Das Auswaschen wurde 
so lange vorgenommen, bis die Filtrate je 50 com betrugen. Die Kolori- 
metrie, die bei den farblosen oder nur schwach gelb gefarbten Filtraten 
gut ausfiihrbar war, zeigte, daB die Zusitze quantitativ erhalten waren. 
Der Cystingehalt des Witte-Peptons wurde zu 1,25% ermittelt 
(Tabelle V1). 

Da 5ccm der Standardlésung (St.) 5 mg Cystin enthalten, ist 
der Gehalt von 5ccm des ersten Hydrolysats 1,25 mg (5:20 = zx: 5, 
x = 1,25). Der Cystingehalt des zweiten Hydrolysats betragt 3,35 mg 
(5: 7,5 = 2:5; x = 3,35). 50 ccm des Hydrolysats vom reinen Pepton 
enthalten demnach 12,5 mg, des Hydrolysats vom Zusatzversuch 
33,5 mg Cystin; subtrahiert man davon die zugesetzte Menge von 
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Tabelle VI. 
Pepton Cystin Kolorimeter 
g mg 
5eem St. cits 5 ° 
eae i 20 | Hydroly- 
i 20 7B cote 


20 mg Cystin, so erhalt man den Cystinwert reinen Peptons von 13,5 mg, 
in geniigender Ubereinstimmung mit dem ersten Versuch. Da 1g 
Witte-Pepton 12,5mg Cystin enthalt, ist der Prozentgehalt gleich 
In sémtlichen Hydrolysaten fand, im Gegensatz zu den reinen 
Cystinlésungen, nach wenigen Minuten Umschlag der roten Farbe 
in Gelb statt, dessen Ursache nicht gefunden werden konnte. Es war 
deswegen ratsam, immer nur ein einziges Hydrolysat mit’ der Standard- 
lésung zu vergleichen. Wiederholung des Versuchs mit gleichem Hydro- 
lysat war besonders geboten bei niedrigen Cystingehalten, weil in diesen 
Fallen der Farbumschlag schon sehr rasch erfolgte. 

Ergebnisse der Cystinbestimmung in Proteinen. In den uns zu- 
ganglichen EiweiBkérpern wurde der Cystingehalt nach der neuen 
Methode ermittelt. Dabei ergab Fibrin den Wert von 1,3°,. Da Casein 
nur sehr wenig Cystin zu enthalten schien, wurden zur Hydrolyse 
2g angewandt; es enthalt 0,26 mg Cystin. Trotz Hydrolyse von 3g 
Gelatine ergab die Nitroprussidnatriumreaktion nur eine sehr rasch 
abblassende' Rotfarbung im Hydrolysat, von dem bis zu 20 ccm ent- 
nommen wurden; Kolorimetrie war nicht ausfiihrbar. Serumglobulin 
und -albumin wurden in der iiblichen Weise behandelt. Tabelle VII 
enthalt eine Zusammenstellung der von uns gefundenen Cystingehalte 
in Gewichtsprozenten. 





Tabelle VII. 
ee Cystingehalt 

%, 

Witte-Tepton tae ce 1,25 

Fibrin ; : potas te 13 

Gelatine . et ie Spuren 

Serumglobulin. 6... .. 0,8 

Serumalbumin ....... 1,6 


Ausfiihrung der Cystinbestimmung in Proteinen. Zusammenfassend 
gestaltet sich die Bestimmung des Cystingehalts in Proteinen folgender- 
maBen: 0,5g bis 1 g des Proteins werden mit 15 bis 20 cem 20 °,iger 
Schwefelsiure 12 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Dies Hydrc 
lysat wird im gleichen Kolben mit Bolus alba ausgeschiittelt. Man 
filtriert ab, wobei man das Filtrat im 50-cem-MeBkolben auffangt. 
Sodann werden Kolben und Filterinhalt mit kleinen Mengen normaler 
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Schwefelsiure so lange ausgewaschen, bis das Gesamtfiltrat 50 ccm 
betragt. Die Standardlésung enthalt im allgemeinen 20 mg Cystin in 
100 cem und wird hergestellt, indem man 20ccm einer 0,1 °/,igen Cystin- 
losung in normaler Schwefelsdure mit 30ccm einer 20 vol.-°,igen 
Schwefelsiure und 50 ccm einer normalen Schwefelsiure mischt. Je 
10 cem dieser Standardlésung und des Hydrolysats werden mit 5 cem 
n/50 Cyankalilésung und 6 ccm Ammoniak (triplex) in einem 25-cem- 
MeB8kolben nach Umschiitteln eine Viertelstunde im Wasserbad gekocht. 
Zur Vermeidung von Uberspritzen setze man auf beide MeBkolben kleine 
Trichter. Das Abkiihlen geschieht rasch unter flieBendem Wasser. 
Nach Auffiillen mit Ammoniak auf genau 25ccm und Zufiigen von 
6 bis 8 Tropfen einer 5°, igen, frisch bereiteten Nitroprussidnatrium- 
l6sung kann man kolorimetrieren. Stellt man das Kolorimeter auf 
der Seite der Standardlésung auf 5mm, so ist die Berechnung des 
Cystingehalts bei Verwendung von 0,5 g Protein zur Hydrolyse besonders 
einfach. War z. B. die Kolorimeterstellung auf der Seite des Proteins 
gleich 7 mm, so verhalt sich 5:7 = x: 2. (2 mg Cystin sind in 10 cem 
Standardlésung enthalten.) « sind die Milligramme Cystin in 10 ccm 
des Hydrolysats. In unserem Beispiel ist x = 143mg. In 10 ccm 
Hydrolysat sind 1,43 mg; in 50 ccm (0,5 g) 7,15 mg; in 100 ccm sind 
also 14,3 mg Cystin enthalten, entsprechend 1,43 °,,. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Natur des unter 
Luftverdiinnung sich bildenden Leber- und Subkutanfettes. 


Von 


Gabriele onasterio. Genua. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1929.) 


Die im folgenden mitgeteilten Versuche betreffen’ die genauere 
Untersuchung des bei Luftverdiinnung in der Leber des Meerschweinchens 
auftretenden Fettes und im Vergleich damit das Verhalten des Depot- 
fettes. Sie schlieBen sich damit an Untersuchungen an, die im Davoser 
Forschungsinstitut tiber das Auftreten von Leberverfettungen beim 
mehrtagigen Aufenthalt unter Luftverdiinnung ausgefiihrt worden 
waren, wobei die Fettbildung histologisch (Rosin)! und chemisch (Lozwy- 
Leibowitz, Gubser*) verfolgt wurde. Diese Versuche hatten ergeben, 
daB in dem sich bildenden Leberfett. Lipoide (Phosphatide) reichlicher 
als beim Normaltier vorhanden sind, wahrend der Phosphorgehalt des 
Leberriickstandes eine Abnahme erfuhr. 

Versuchstiere waren auch hier Meerschweinchen, die mit Heu und 
Karotten ernahrt wurden und wahrend dreier Tage bei einem Luftdruck 
von 330 bis 300mm Barometerdruck gehalten wurden. Die Tiere 
wurden durch Halsschnitt getétet und Leber und Depotfett sofort 
entnommen. Letzteres war Subkutanfett, immer von der gleichen 
Stelle, und Peritonealfett. Bei fast allen unter Luftverdiinnung ge- 
haltenen Tieren war das Depotfett deutlich vermindert. Fiir jeden 
Versuch wurden Leber- bzw. Fettmassen von drei bis vier Tieren ver- 
einigt, um eine geniigende Fettmenge fiir die verschiedenen Extraktionen 
zu erhalten. 

Chemische Methoden. 
1. Fettextraktion. 


Wir bedienten uns des folgenden Verfahrens: 

a) Extraktion mit Aceton. Die frischen Gewebe wurden in einem 
Mérser mit Aceton verrieben und wiederholt kalt und dann ebenso auf 
dem kochenden Wasserbad mit Aceton behandelt. Sie wurden so ent wassert 


! Rosin, Beitr. z. pathol. Anat. usw. 76, 1926; 80, 1928. 
2 Loewy-Leibowitz, diese Zeitschr. 192, 67, 1928. 
3 Gubser, ebendaselbst 198, 65, 1928. 
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und extrahiert. Der Acetonextrakt wurde filtriert und auf dem Wasserbad 
das Aceton vollkommen abdestilliert. Der feste Riickstand wurde in wenig 
Ather aufgenommen und Aceton hinzugefiigt und so die in Aceton un- 
lésliche Lipoidfraktion niedergeschlagen. Sie wurde durch Filtration 
abgetrennt und mehrmals von neuem in Ather gelést und durch Aceton 
niedergeschlagen. Die Filtrate wurden miteinander vereinigt. 

b) Extraktion mit Ather. Die mit kochendem Aceton extrahierten 
Gewebe wurden 12 Stunden im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. 
Auf dem Wasserbad wurde der gesamte Ather abdestilliert, der Riickstand 
in wenig Ather aufgenommen und dann mit Aceton behandelt und so die 
in Aceton unlésliche Lipoidfraktion niedergeschlagen. Sie wurde durch 
Filtration abgetrennt, in wenig Ather gelést und von neuem _nieder- 
geschlagen. Diese Reinigungsvornahme wurde noch zweimal wiederholt. 

Die Niederschlige, die aus dem Aceton- und Atherextrakt erhalten 
waren, wurden vereinigt (Ather-Fraktion) und auf dem kochenden Wasserbad 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der iibrige Teil, der in Aceton 
léslich war (Aceton-Fraktion), wurde, nach Abdestillieren des Acetons auf 
dem Wasserbad, bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

c) Extraktion mit Alkohol. Die mit Ather extrahierten Gewebe wurden 
dann wiederholt im Laufe von 12 Stunden mit 95 °,igem kochenden Alkohol 
auf dem Wasserbad extrahiert, die alkoholischen Extrakte vereinigt, der 
Alkohol abdestilliert und der Riickstand bis zur CGewichtskonstanz ge- 

‘trocknet (Alkohol-Fraktion). 

Die verschiedenen Fraktionen wurden zur Bestimmung der Menge 
jeder gewogen. 

Mit der von uns befolgten Methode (fraktionierte Extraktion nach 
Sigmund Frankel, siehe Abderhaldens Handbuch) wollten wir eine grobe 
Trennung der verschiedenen Fraktionen gewinnen, da es nicht méglich 
ist, ohne weitere chemische Trennungen, die hier nicht durchfiihrbar 
waren, die Neutralfette und die verschiedenen Lipoide in wirklich 
reinem Zustande zu erhalten. In der Acetonfraktion des Leberextrakts, 
die vorwiegend von Neutralfetten gebildet ist, war es trotz der wieder- 
holten Reinigungsprozesse nicht méglich, vollkommen die Phosphatide, 
in welchen der Phosphor zu bestimmen war, und das Cholesterin, das 
in Spuren auch in der Atherfraktion vorkam, welch letztere im wesent- 
lichen aus Phosphatiden zusammengesetzt war, zu trennen. 


Jedenfalls ist die Beziehung zwischen Phosphor und Stickstoff 
der Phosphatide in der atherischen und alkoholischen Fraktion, welch 
letztere gleichfalls aus Phosphatiden zusammengesetzt ist, annaihernd 
konstant. 

2. Phosphorbestimmung. 


Der Phosphor wurde sowohl in den Extrakten wie im trockenen 
Riickstand der Gewebe nach der Methode Bell-Doisy bestimmt, nach 
Veraschung mit Salpetersaéure und Wasserstoffsuperoxyd. Zur Salpeter- 
saure haben wir stets 6 Tropfen Schwefelsiure hinzugefiigt. Eine 
gréBere Menge Schwefelsiure verzégert die Farbenreaktion und macht 
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sie weniger intensiv, wie wir uns wiederholt tiberzeugt haben; sie 
kann also Ursache von erheblichen Fehlern werden. Bei jeder Be- 
stimmung wurde gemafs dem Gehalt an Phosphor eine verschiedene 
Substanzmenge benutzt, ebenso wie nach der Veraschung die Ver- 
diinnung im MefSkolben eine verschiedene war. 


3. Stickstoffbestimmung. 


Sie geschah nach dem Mikrokjeldahlverfahren (vgl. Pincussen, 
Mikromethodik 1928, S. 54 bis 59). 


4. Cholesterinbestimmung. 


Hierfiir wurde die kolorimetrische Methode nach Autenrieth benutzt. 
Es war nicht méglich, das Cholesterin in der Acetonfraktion der Depot- 
fette wegen ihrer intensiven Gelbfarbung zu bestimmen. Die Bestimmungen 
mit dieser Methode in der Acetonfraktion der Leber sind etwas unsicher, 
sei es durch den Cholesterinreichtum der Extrakte, sei es dadurch, dai 
die Methode selbst etwas unsicher ist. 


5. Bestimmung der Jodzahl. 

Sie wurde nach der Hiibl- Wallerschen Methode ermittelt (vgl. S. Frankel, 
Praktikum d. med. Chem., II. Aufl., $8.91). Es wurden  verschiedene 
Extraktmengen benutzt, da wir haufig gezwungen waren, ganz kleine 
Mengen zu benutzen, infolge der Sparlichkeit einzelner Fraktionen. Alle 
Bestimmungen wurden jedoch wiederholt ausgefiihrt. 


\ 6. Bestimmung der Verseifungszahl (Kéttsdorferzahl). 


In jeder Bestimmung wurde ungefahr | g Fett (unter genauer Gewichts- 
bestimmung) mit 25ccm n/2 alkoholischer Kalilauge fiir ungefaihr eine 
halbe Stunde behandelt, bis die Lésung vollkommen klar war, sodann 
wurde sie nach Verdiinnung mit Wasser unter Zusatz von Phenolphthalein 
mit n/10 Salzséure titriert (vgl. S. Prdnkel, ebendaselbst S. 89 bis 90). 


7. Bestimmung der Sdurezahl. 
Sie geschah nach der ebenfalls bei S. Frdnkel (S. 89) beschriebenen 
Methode. 
Auszug aus den Protokollen. 
I. Versuche an normalen Tieren. 


Meerschweinchen Nr. 3: Gewicht 500g; Leber 17 g; Depotfett 13g 
“a a ee a 500 g; - 16,5 g; pe l7 g 
- ior a ‘5 S30 e;. .. 37 3 ~ 9g 


Von jeder Leber wurde etwa 1 g Substanz fiir andere Zwecke entfernt. 


II. Versuche an normalen Tieren. 
Meerschweinchen Nr. 12: Gewicht 360 ¢; Leber 17 g 


_ ‘| - 460 g; = 15,5 2 
* —— a Siégs | a. 
Ba » 18: a 270 g; ea 10 ¢g 


Von der Leber von zwei Tieren wurden im ganzen 1,5 g Substanz fiir 
andere Zwecke entnommen. Das Subkutanfett der vier Tiere wog ver- 
einigt 31,5 g. 
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III. Versuche an in verdiinnter Luft gehaltenen Tieren. 
Meerschweinchen Nr. 6: Gewicht 286g; Leber 21 g (sehr fettreich) 
es y Fe a 397 g; » 23g (wenig Fett) 
o” oo 9: a 425 g; » 21g (normal gefarbt) 

Die Tiere wurden 3 Tage in verdiinnter Luft gehalten. Am ersten Tage 
betrug der Luftdruck 360 mm Hg, am zweiten Tage ging er auf 300 mm 
und am dritten Tage auf 230mm. Die Tiere wurden am Morgen des 
dritten Tages infolge der zu starken Verdiinnung tot gefunden. Von der 
Leber wurden 8 g fiir andere Zwecke entnommen. Das Depotfett wog zu- 
sammen 39 g. ; 


IV. Versuche an Tieren in verdiinnter Luft. 


Meerschweinchen Nr. 9. Anfangsgewicht 620g, am Ende des Versuchs 
560 g. Die Leber war ziemlich fettreich, wog 22 g. 

Meerschweinchen Nr.10. Anfangsgewicht 380g, Endgewicht 300 ¢. 
Leber ziemlich fettreich (16 g). 

Meerschweinchen Nr.11. Anfangsgewicht 380g, Endgewicht 300 g. 
Die Leber maBig fettreich, wiegt 16,5 g. 

Die Tiere wurden 3 Tage im Verdiinnungsapparat gehalten bei einem 
Druck von 330mm Hg. Das Depotfett wog zusammen 36g. Von den 
Lebern wurden fiir andere Versuche 2g entnommen. 


V. Versuche an Tieren in verdiinnter Luft. 


Meerschweinchen Nr.16. Anfangsgewicht 470g, Endgewicht 420g. 
Die Leber war ziemlich fettreich und wog 14g. 

Meerschweinchen Nr.17. Anfangsgewicht .280g, Endgewicht 250 g. 
Die Leber ist wenig fettreich und wiegt 8 g. 

Meerschweinchen Nr.18. Anfangsgewicht 260g, Endgewicht 220 ¢. 
Leber maBig fettreich, 8 g. 

Die Tiere wurden 4 Tage bei 330 mm Hg gehalten. Das Subkutanfett 
wiegt zusammen 15g. Von den Lebern wurden 2,5 g fiir andere Zwecke 
entnommen. 


VI. Versuche an Tieren in verdiinnter Luft. 


Meerschweinchen Nr.19. Anfangsgewicht 540g, Endgewicht 460 g. 
Die Leber maBig fettreich, wiegt 14,5 g. 

Meerschweinchen Nr.20. Anfangsgewicht 450g, Endgewicht 390 g. 
Die Leber von normaler Farbe wiegt 20,5 g. 

Meerschweinchen Nr.21. Anfangsgewicht 390g, Endgewicht 370 g. 
Die Leber von normaler Farbe wiegt 8,5 g. 

Die Tiere wurden. 3 Tage lang bei 330 mm Hg gehalten. Das Subkutan- 
fett war so spaérlich, daB es nicht méglich war, eine fiir die Extraktionen 
geniigende Menge zu erhalten. 


Ergebnisse. 


1. Acetonfraktion. Leberfette. Wie aus Tabelle I hervorgeht, ist 
die Acetonfraktion, die vorwiegend aus Neutralfetten besteht, bei 
den unter Luftverdiinnung gewesenen Tieren ziemlich stark vermehrt 
(in Prozenten des frischen Gewebes berechnet). Wahrend bei den 
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normalen Tieren die Acetonfraktion ein Minimum von 0,67°, und 
ein Maximum von 1,17°,, aufweist, betrigt sie bei den unter Luft- 
verdiinnung gewesenen im Minimum 1,99 %, und im Maximum 8,57 °,,, 
mit einer Maximalsteigerung um etwa das Achtfache gegeniiber den 
normalen Tieren. Der Phosphor, der in dieser Fraktion enthalten 
ist (Phosphatide in Gegenwart neutraler Fette gelést bleibend), zeigt 
keine deutlichen Unterschiede zwischen den normalen Tieren und den 
in verdiinnter Luft gewesenen, und ebenso das Cholesterin (Tabelle IT). 

Es zeigt sich jedoch, daB die Menge des extrahierten Phosphors 
in Prozenten des Trockengewebes, d.h. der Lipoidphosphor, erheblicher 
ist bei den unter Verdiinnung gehaltenen Tieren, mit einer maximalen 
Vermehrung um etwa das Vierfache (s. Tabelle V), und daB das 
Cholesterin, in Prozenten des frischen Gewebes berechnet, eine deutliche 
Vermehrung zeigt mit einer maximalen Steigerung um das Zwilffache 
(s. Tabelle IT). 

Aus den Bestimmungen der Jodzahl ergeben sich keine qualitativen 
Unterschiede in der Acetonfraktion der normalen Tiere und der in 
Verdiinnung gewesenen (s. Tabelle TI). 

2. Atherfraktion. Diese Fraktion zeigt quantitativ keinen ins 
Gewicht fallenden Unterschied zwischen den normalen und den in 
verdiinnter Luft gehaltenen Tieren, auch qualitativ haben wir keine 
Differenz gefunden: Gleich ist die Menge des Phosphors und des Stick- 
stoffs und das Vernaltnis zwischen P und N und gleich auch die Jodzah! 
(s. Tabelle II). 

3. Alkoholfraktion. Auch diese Fraktion zeigt keine auffallenden 
qualitativen und quantitativen Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Tieren: Nahezu gleich sind die Werte des P und des N, gleich auch die 
Beziehungen zwischen P und N und ebenso die Jodzahl (s. Tabelle I). 

Der Gesamtextrakt, in Prozenten der frischen Gewebe berechnet, 
ist in einigen Versuchen bei den in der Luftverdiinnung gewesenen 
Tieren gesteigert. 

4. Im Leberriickstand liegt der Phosphorgehalt niedriger bei den 
unter Luftverdiinnung gehaltenen Tieren als bei den normalen. 

Ein Vergleich des Extraktphosphors mit dem Gesamtphosphor der 
Leber zeigt, daB unter Luftverdiinnung ersterer 40 bis 60 °/, des letzteren 
(im Mittel 50 °,,) betragt, gegentiber 26 bis 30°, bei den normalen Tieren 
(s. Tabelle V). 

5. Subkutanfett. Die Aceton-Fraktion (s. Tabelle III) zeigt keine 
einheitlichen Unterschiede zwischen den normalen und den in ver- 
diinnter Luft gewesenen Tieren, wahrend die Ather-Fraktion bei den 
in luftverdiinntem Raume gehaltenen Tieren in einem Falle gleich und 
in zwei Fallen héher gefunden wurde als bei den normalen Tieren. (In 
Versuch 4, Tabelle III betragt der Wert das Doppelte der Norm.) 
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Auch die Alkohol-Fraktion zeigt keine einheitlichen Unterschiede 
zwischen beiderlei Tiergruppen. Jedoch die Gesamtlipoide (Tabelle IV), 
berechnet in Prozenten des Gesamtfettes, liegen in einem Falle gleich 
hoch, in zwei anderen jedoch héher bei den in Luftverdiinnung ge- 
wesenen als bei den normalen Tieren. In einem Versuch (4, Tabelle ITT) 
betragen die Lipoide in Prozenten des Gesamtfettes etwa das Vierfache 
des normalen Minimums. 

In allen Fraktionen (die Acetonfraktion enthalt keinen Phosphor) 
weisen P, die Jodzahl und die Verseifungszahl fast gleiche Werte bei 
allen Tieren auf. Die Acetonfraktion hat weder bei den normalen Tieren 
noch bei den unter Luftverdiinnung eine Saurezahl. (Neutrale Re- 
aktion s. Tabelle IV). 

SchluB8folgerung. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB bei den unter 
Luftverdiinnung gehaltenen Tieren eine Veranderung im Fettstoff- 
wechsel deutlich wird im Sinne einer fettigen Degeneration der Leber 
und in einigen Fallen einer deutlichen Verminderung des Depotfettes, 
ohne Beziehung zu dem Grade der Abmagerung der Tiere. 

Die Leberverfettung beruht vor allem auf der Zunahme der Neutral- 
fette. wie aus der Vermehrung der Acetonfraktion hervorgeht, zum Teil 
der Phosphatide, wie die teilweise sehr starke Vermehrung des Lipoid- 
phosphors erweist, und wahrscheinlich auch des Cholesterins, wenn 
auch unsere kolorimetrisch vorgenommenen Bestimmungen nicht 
absolut sicher sind. 

Qualitative Unterschiede der einzelnen Fraktionen bei normalen 
und in verdiinnter Luft gehaltenen Tieren konnten wir nicht fest- 
stellen: Phosphor, Stickstoff, die Beziehung zwischen Phosphor und 
Stickstoff und die Jodzahl zeigen die gleichen Werte. 

Das Depotfett zeigt in zwei Fallen (Versuche 4 und 5 der Tabelle IIT) 
eine Steigerung der Acetonfraktion (Phosphatide). Aber auch das 
Depotfett la8t keine qualitative Anderung der einzelnen Fraktionen 
zwischen den normalen und in luftverdiinntem Raume gehaltenen 
Tieren erkennen. 

Die vorstehenden Versuche bestatigen die von den in der Einleitung 
genannten Autoren gemachten Feststellungen tiber die von der Norm 
abweichende Natur der unter Luftverdiinnung auftretenden Leberfette., 
und sie vertiefen zugleich unsere Kenntnisse von ihrer Zusammensetzung. 

Bemerkenswert ist auch in ihnen die Verschiebung zwischen dem 
nicht extrahierbaren und dem Extraktphosphor der Leber. 

Die Versuche sind auf Anregung des Herrn Prof. Loewy, dem ich bei 
dieser Gelegenheit meinen verbindlichsten Dank ausspreche, ausgefiihrt 
worden. 








Permeabilititsstudien. 


Von 
Walter Spranger. 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik Greifswald.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1929.) 


Unter dem Titel ,,Zur physikalischen Chemie der Kérperfette“ 
wurden in dieser Zeitschr. 208, 164, 1929, Untersuchungsergebnisse iiber 
die Fragestellung berichtet, ob sich auch in biologischen Modellésungen 
eine Emulgatorenwirkung bestimmter Zellbausteine und unter bio- 
logischen Mengenverhaltnissen ein Emulgatoren Antagonismus _ bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Zellbausteinen nachweisen lieB, die aus 
Versuchen mit O1/Wasser- oder Ol/Elektrolytgemischen als verschieden 
gerichtete Emulgatoren bekannt waren. 

Untersucht und mit den angegebenen Methoden (J. c.) gemessen wurde 
die physikalische Wirkung von Lecithin, einwertigen und zweiwertigen 
Seifen, Cholesterin und verschiedenen Cholestermestern auf Ringer-Albumin- 
Trioleingemische, ceren Wasser-, EiweiS- und Neutralfettgehalt variiert 
wurden, um eine Angleichung an das Blutserum oder die Weichteile hin- 
sichtlich des Gehalts an den genannten Stoffen zu erreichen. 

Es zeigte sich, da$S den Untersuchungsergebnissen in einfachen 
Systemen und der daraus abgeleiteten Theorie der Emulsionsbildung 
entsprechend, mit einer Ausnahme, auch in komplizierten Systemen 
und unter biologischen Mengenverhaltnissen die Wirkung der hydro- 
philen Kolloide, Eiwei8, Lecithin, einwertige Seifen, dahin geht, das 
Neutralfett in der wasserigen Phase in kleine Massenpartikel auf- 
zuteilen, und daB auch die antagonistische Wirkung der hydrophoben 
Kolloide, Cholesterin und Cholesterinester, ihr Bestreben, die wasserige 
Phase in Fett zu dispergieren, klar erkennbar und meBbar ist. 


Die zweiwertigen Seifen funktionieren entgegen der Theorie und 
ihrem Verhalten in einfachen Systemen bei Gegenwart von Eiweil- ode 
Lecithinspuren nicht als W./O.-, sondern als O./W.-Emulgatoren. 

Die hydrophilen Kolloide wirken der Tendenz des Neutralfettes, in 
der wasserigen Phase zusammenflieBen, entgegen. Sie haufen sich, da sie 
sowohl von der wasserigen, wie von der éligen Phase benetzbar sind, als 
Adsorptionshaéute an der Phasengrenze fliissig/fliissig an und erniedrigen die 
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Grenzflichenspannung, deren Ausdruck die Tendenz des Neutralfettes 
zum ZusammenflieBen in der wasserigen Phase ist. Die hydrophile Ad- 
sorptionshaut biegt sich wegen ihrer besseren Benetzbarkeit durch Wasse1 
zwangslaufig nach der Seite ihrer héheren Oberflachenspannung, der 
Olseite, und umbhiillt die Neutralfettmassenteile!,*,3,4. | Ceteris paribus 
ist der Grad der Dispersitaét des Neutralfettes eine Funktion der Emulga- 
torenmenge und an der Héhe der inneren Reibung des Gemisches meBbar. 

Die hydrophoben Kolloide haiufen sich ebenso wie die hydrophilen als 
Adsorptionshéute an der Grenzflaiche der wiasserigen und éligen Phase an. 
Wegen ihrer besseren Benetzbarkeit mit Ol biegt sich die hydrophobe 
Adsorptionshaut nach der Seite ihrer héheren Oberflachenspannung, 
d.h. nach der wasserigen Phase zu und tendiert Wassermassenteile zu 
umhiillen. Diese Wirkung der hydrophoben Kolloide ruft in O./W.-Emul- 
sionen Entmischungserscheinungen hervor und ist an dem Sinken der 
inneren Reibung des Gemisches meBbar. 

In biologischen Modellésungen, bei gleichzeitiger Gegenwart hydro- 
philer und hydrophober Kolloide, entsteht an der Phasengrenze eine ge- 
mischte Adsorptionshaut mit beiderseits verschieden gerichteten Ober- 
flachenenergien. Der hydrophile Anteil dieser Adsorptionshaut versucht 
sie nach der éligen Seite zu kriimmen, wahrend ihr hydrophober Anteil 
ein Kriimmungsbestreben nach der wasserigen Seite hat. Gleichen sich 
die verschieden gerichteten Oberflachenenergien aus, so zeigt die Adsorp- 
tionshaut gar keine Kriimmung, und das Gemisch befindet sich im Maximum 
der Entmischung, am sogenannten kritischen Punkt, an dem weder eine 
W./O.-, noch eine O./W.-Emulsion besteht®. Die gegenseitigen Mengen- 
verhaltnisse zur Erreichung des kritischen Punktes zwischen Eiweil/ 
Cholesterin, Eiweil /Cholesterinester, Lecithin /Cholesterin, Lecithin /Chol- 
esterinester, Na-Oleat /Cholesterin, Na-Oleat/Cholesterinester, die bisher 
unbekannt waren, wurden, ceteris paribus, festgelegt. Wie weit Reaktions- 
verénderungen und Ionenwirkung mit diesem Mechanismus interferieren, 
mul weiterhin untersucht werden. 

Uberwiegen die Mengen der hydrophoben Kolloide iiber die Erreichung 
des kritischen Punkt2s hinaus, so kommt es auch in biologischen Modell- 
lésingen zur Phasenumkehr, zur Bildung einer W./O.-Emulsion und gegen- 
iiber der O./W.-Emulsion zu einem vollstaéndigen Vorzeichenwechsel der 
beteiligten Stoffe. Das Fett wird zur geschlossenen, die Elektrolytlésung 
zur dispersen Phase, die hydrophoben Kolloide, die in der O./W.-Emulsion 
entmischend wirken, dispergieren jetzt und die hydrophilen wirken ent- 
mischend. Cholesterin- und Cholesterinestermengen, wie sie in patholo- 
gischen Geweben gefunden wurden, zusammen mit den entsprechenden 
Mengen hydrophiler und hydrophober Kolloide, fiihrten in unseren Modell- 
lésungen zu groben Entmischungen und selbst zur Phasenumkehr. Es 
wurde eine physiologische W./O.-Emulsion gefunden: Depotfett, von 
seinem eiweiBb- und wasserhaltigen Stiitzgewebe befreit, erwies sich als 
wasserhaltig und hinsichtlich seiner Verdiinnungs- und Leitfahigkeit wie 
eine W./O.-Emulsion. 


1 Bancroft, Journ. phys. chem. 17 u. 19. 

2 Wilson und Bernard, Journ. of indust. a. eng. chem. 14, 1922. 
3 Clowes, Journ. phys. chem. 20, 1916. 

4 Blatnagar, Journ. of the chem. soc. 120. 

5 Clowes, Journ. phys. chem. 20, 1916. 
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Fiir die Frage, wer in diesem labilen Gleichgewicht in jeder der beiden 
Kolloidgruppen die Hauptrolle spielt, lie’ sich folgendes ermitteln: In einem 
einfachen System, einer Ringer-Neutralfett-Albuminmischung, zeigten 
sich zwischen Eiweil, Lecithin und einwertigen Seifen, bei gleichen Mengen- 
verhaltnissen, keine deutlichen Unterschiede hinsichtlich ihres emulgatori- 
schen Vermégens. Die Kombination von Eiwei/Lecithin in biologischen 
Mengenverhaltnissen erwies sich aber tiber eine reine Additivwirkung 
hinausgehend als machtigstes Dispersionsmittel fiir das Neutralfett, wahrend 
die Kombination Eiwei8/einwertige Seife eine einfache Additionswirkung 
zeigte. In der Kombination Eiweif/Lecithin rufen geringe Lecithin- 
schwankungen viel deutlichere Dispersitaétsschwankungen des Neutral- 
fettes hervor als starke Schwankungen der Eiweibmenge. 

Von den hydrophoben Kolloiden ist das veresterte Cholesterin ein 
wirksamerer W./O.-Emulgator als das freie. Die Wirkung des freien und 
des veresterten Cholesterins addieren sich aber nicht ohne weiteres. Bei 
einem bestimmten Mengenverhaltnis zwischen beiden wird die W./O.- 
Wirkung aufgehoben und kommt erst bei Verschiebungen beiderseits vom 
Optimalpunkt wieder zur Geltung. Mengenschwankungen der wasserigen 
Phase, deren Einflu8B auf die W./O.-Wirkung der zweiwertigen Seifen in 
reinem Wasser oder Elektrolytlésungen bekannt war’, sind in weitem 
Umfang fiir die W./O.-Wirkung des veresterten Cholesterins ohne EinfluB. 


Auf Grund der berichteten Befunde, mit denen eine Emulgatoren- 
wirkung der Zellbausteine, Lecithin, einwertige Seifen, Cholesterin, 
Cholesterinester, und ein Emulgatoren-Antagonismus bei gleichzeitiger 
Anwesenheit dieser verschieden gerichteten Emulgatoren unter bio- 
logischen Mengenverhaltnissen klar erweisbar war, legte sich Degkwitz* 
die Frage vor, ob und in welchem Umfange unsere Befunde fiir das 
lebende Protoplasma Giiltigkeit haben. 


Er kam zu folgenden Uberlegungen und Versuchen: Der zum 
Ablauf der Lebensvorginge unerlaBliche innige Kontakt des Wasser-, 
Elektrolyt-, Eiwei8-, Kohlehydrat- und Fettgemisches, das wir Proto- 
plasma nennen, kann auf zwei prinzipiell verschiedenen Wegen zustande 
kommen. 


1. Es kommen zwischen den hydrophilen und hydrophoben 
Kolloiden in ihrer Art noch unbekannte, mehr oder weniger echte 
chemische oder physikalische Verbindungen zustande, wodurch die 
physikalische Wirkung der untersuchten hydrophilen oder hydrophoben 
Kolloide aufgehoben wird, oder 


2. die Durchmischung der genannten Stoffe gehorcht partiell oder 
generell den Gesetzen der Emulsionsbildung. 


Fiir die zweite Méglichkeit wiirde sprechen, wenn sich erstens 
ceteris paribus parallel den Erfahrungen an unseren Modellésungen 


1 Blatnagar, |. c. 
2 Klinische Wochenschrift 1929. Nr. 48. 
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durch Korrelationsverschiebungen zwischen den genannten Zellbau- 
steinen an lebenden Zellen oder Zellstaaten Reaktionsverinderungen 
erzielen lieBen, und wenn diese Reaktionsinderungen zweitens mit 
Zustandsanderungen des Gemisches im Sinne der an den Modell- 
lésungen studierten Erscheinungen erklart werden kénnten oder 
miBten. Handelt es sich beim lebenden Protoplasma um ein Ge- 
misch, das véllig oder partiell den Gesetzen der Emulsionsbildung 
unterliegt, ist seine Struktur weitgehend von einem bestimmten 
Mengenverhaltnis der in den Modellgemischen als Emulgatoren er- 
mittelten Stoffe abhingig, so miiBten durch Mengenverschiebungen 
dieser Stoffe zum dritten nicht nur Zustands- und Reaktions- 
ainderungen zu erreichen, sondern solche Reaktionsinderungen eben- 
falls entsprechend unseren Versuchen an Modellésungen durch ent- 
gegengerichtete Emulgatorenkrafte zu verhindern sein. 


Die Frage, ob sich durch Mengenveranderungen der genannten 
Stoffe, die Zellbausteine sind, Reaktionsveranderungen an lebenden 
Zellen nachweisen lieBen, konnte Degkwitz, der diese Stoffe in gut 
disperser Form in die Umspiilungsfliissigkeit lebender Zellen brachte, 
mit folgender Tabelle entscheiden: 





Tabelle. 
In 3 bis 12 Stunden werden 
150 bis 200 Paramaecien getétet . . . ++ 
150 ,, 200 o nicht getétet 6 
Eiweii Na-Oleat Lecithin Triolein Cholesterin Chol.-Ester 
Konzen- 6 ++ ++ ++ ++ ++ 
tration 1—2% 0,01 % 0,007 % 0,03 % 0,009 ©, 0,007 % 
Menge 0,00009 g 0,00004g | 0,00018¢ 0,00006g 0,00005¢ 


Methodik und Diskussion der Befunde (s. Klin. Wochenschr. 1929, 
Nr. 48). 


Der von Degkwitz beobachtete Zelltod durch normale chemisch 
unveranderte Zellbausteine in so niederen Konzentrationen muB8, da 
eine chemische Wirkung der verwandten Stoffe als Todesursache aus- 
geschlossen erscheint, auf Grund unserer Untersuchungen an Modell- 
lésungen so gedeutet werden, daB es durch die Applikation eines 
einzelnen Fettes oder Lipoids zu einer mit dem Zelleben unvereinbaren 
Zustandsinderung der Protoplasmastruktur gekommen ist, und ge- 
stattet die Annahme, daB die Zustandsform des Protoplasmas ent- 
sprechend unseren Studien an Modellésungen als von einem bestimmten 
Mengenverhaltnis der untersuchten hydrophilen und hydrophoben 
Kolloide abhangig angesehen werden kann. 
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Fiir eine solche Annahme wiirde weiterhin sprechen wie oben 
ausgefiihrt wurde — wenn sich durch Korrelationsstérungen in den 
Mengen der physikalisch wirksamen hydrophilen und hydrophoben 
Kolloide nicht nur Reaktionsaénderungen nachweisen lassen, sondern 
wenn auch solche zu erwartende Reaktionsstérungen entsprechend den 
Beobachtungen an biologischen Modellen mit entgegengerichteten 
Emulgatoren ohne Riicksicht auf die chemischen Eigenschaften dieser 
Stoffe zu verhiiten waren. Degkwitz stellte in Verfolgung dieser Frage 
an Paramaecien durch Kombination der von ihm untersuchten Stoffe 
Entgiftungsversuche an. Es zeigte sich, daB humoral, bei gleichzeitiger 
Applikation, mit Ausnahme des Albumins, das sowohl die Wirkung der 
hydrophilen wie der hydrophoben Kolloide aufhebt, kein hydrophiles 
Kolloid allein ein hydrophobes zu entgiften imstande ist und umgekehrt, 
daB aber z. B. tédliche Mengen von Neutralfett huméral entgiftet 
werden kénnen, wenn gleichzeitig Lecithin, Cholesterin und Cholesterin- 
ester, in Mengenverhaltnissen auf die giftige Neutralfettdosis bezogen, 
in die Reaktion eingefiihrt werden, wie sie etwa im Blutserum der 
Saugetiere vorliegt. Die tédliche Menge Triolein, gleichzeitig mit jedem 
einzelnen der genannten Stoffe an Paramaecien herangebracht, konnte 
unter keinen Umstanden entgiftet werden. 

Triolein 0,00013 + 0,3 H,O 


- 0,000 13 + 0,000027 Lecithin 
alles tot 





9 0,000 13 + 0,000009 Cholesterin 
. 0,000 13 + 0,000012 Cholesterinester 
Triolem 0,000 130 
Lecithin 0,000 027 | 
Cholesterin 0,000009 ( Alles lebt 
Cholesterineste1 0,000 012 | 
Triolein 0,000 260 
Lecithin 0,000 054 | 
Cholesterin 0.000018 _ @lles lebt 
Cholesterinester 0,000 024 
Triolein 0,000 310 
Lecithin 0,000081 | 
Cholesterin 0,000027 1 Alles tot 
Cholesterineste1 0,000 036 


Wurde auber der genannten Kombination auch Eiweifs in die 
Reaktion gebracht, so waren wesentlich héhere Trioleinmengen zu ent- 
giften. 

Zellular, d.h. wenn eine untertédliche Dosis eines hydrophilen oder 
hydrophoben Kolloids in die Reaktion gebracht und 10 bis 12 Stunden 
spater tédliche Dosen von hydrophilen oder hydrophoben Kolloiden zu- 
gefiigt wurden, konnte Degkwitz zeigen, dali jedes einzelne hydrophile 
Kolloid jedes einzelne hydrophobe zu entgiften imstande ist und um- 
gekehrt. Hydrophile Kolloide schiitzen nicht vor hydrophilen, hydrophobe 
nicht vor hydrophoben, mit Ausnahme von Cholesterin und Cholesterin- 
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ester, deren Wirkung, wie auch im Modellversuch gezeigt wurde, sich unte! 
bestimmten Uimsténden aufhebt. 

LieBen sich so fiir die beiden Voraussetzungen, die eine Ubertragung 
unserer Ergebnisse an Modellésungen auf das lebende Protoplasma ge- 
statten sollten, positive Unterlagen erbringen -——- es gelang, durch 
Korrelationsverschiebungen normaler, emulgatorisch wirksamer Zell- 
bausteine Reaktionsveranderungen hervorzurufen und solche zu er- 
wartende Reaktionsverschiebungen durch emulgatorisch entgegen- 
gerichtete Stoffe aufzuheben so muBte noch versucht werden, auch 
der letzten Primisse zu geniigen: 


Ob sich die Reaktionsanderungen als Zustandsinderungen auf- 
fassen und mit solchen Zustandsanderungen erkliren lieBen, wie sie die 
hydrophilen und hydrophoben Kolloide in unseren Modellésungen 
hervorriefen. Es muSte versucht werden, Klarheit dariiber zu gewinnen, 
auf welche Weise die von Degkwitz untersuchten Paramaecien zugrunde 
gegangen waren und ob deren Tod mit Zustandsinderungen erklart 
werden kénnte, wie sie an Modellésungen beobachtet wurden. 


Es erschien unzweckmaBig, zu versuchen, diese Frage an den 
Paramaecien selbst zu klaren. Es wurden dazu rote Blutkérperchen vom 
Schaf gewahlt, dessen rote Blutkérperchen mit den gleichen Lésungen 
behandelt, die Paramaecien getétet hatten, und nun Permeabilitits- 
studien an den so behandelten roten Blutkérperchen angestellt. Keine 
der Suspensionen an hydrophoben und keine der Lésungen der hydro- 
philen Kolloide in den von uns verwandten Konzentrationen rief 
Hamolyseerscheinungen hervor. Zu dem EntschluB, Permeabilitats- 
phinomene an so vorbehandelten roten Blutkérperchen zu studieren, 
brachten uns folgende Uberlegungen: 


Die Annahme, daB in den Zellgrenzschichten Lipoide enthalten 
sind, ist eine allgemeine. Ihre Existenz in der Zellgrenzschicht frei- 
lebender, Einzeller und im Zellstaat lebender Einzeller nach dem Gibbs- 
schen Theorem ein Postulat. Da in den Umspiilungsfliissigkeiten von 
Zellen Lipoide enthalten sind, kénnte es parallel unseren Beobachtungen 
an Modellésungen durch die Korrelationsstérung, die Degkwitz durch 
die Applikation einzelner Fette und Lipoide in der Umspiilungsfliissigkeit 
von Paramaecien hervorrief, zu einem Reaktionsausgleich der Lipoide 
der Umspiilungsfliissigkeiten und der Zellen und damit zu einer ab- 
normen Zustandsform des Protoplasmas gekommen sein. Eine solche 
abnorme Zustandsform kénnte sowohl an der Zellgrenzschicht als im 
Protoplasma oder in beiden entstehen. DaB eine abnorme Zustandsform 
der Zellgrenzschicht mit Permeabilitaétsverinderungen einhergehen 
kénnte, erschien als sehr naheliegend. Es wurde also geplant, die von 
Degkwitz an Paramaecien erprobten Kolloide an rote Blutkérperchen 
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heranzubringen, die Permeabilitat so behandelter roter Blutkérperchen 
verschiedenen Stoffen gegeniiber zu priifen und festzustellen, ob etwaige 
Permeabilitatsinderungen durch hydrophile oder hydrophobe Kolloide 
durch Zustandsinderungen erklirt werden kénnen, wie sie von den 
genannten Stoffen in Modellésungen hervorgerufen werden. 


Im folgenden soll iiber die Wasserpermeabilitat roter Blutkérperchen 
vom Schaf berichtet werden, die mit Suspensionen von Cholesterin, 
Cholesterinester und Neutralfett und Lésungen von Albumin, Lecithin 
und einwertigen Seifen behandelt wurden, deren Wirksamkeit von 
Degkwitz an Paramaecien gepriift war (s. Tabelle 8. 344). 


Gleichzeitig wurde von Dahmlos mit den gleichen Stoffen die Per- 
meabilitét so behandelter roter Blutkérperchen vom Schaf der Kohlenséure 
gegeniiber gepriift und im Prinzip die gleichen Befunde erhoben, wie bei 
der Wasserpermeabilitat. Dahmlos wird in einer Sonderveréffentlichung 
dariiber berichten. 


Uber die Herstellungsmethode der Suspensionen der untersuchten hydro- 
phoben Kolloide und der Lésung hydrophiler siehe Degkwitz, Klin. Wochen- 
schrift 1929, Nr. 48. Die roten Blutkérperchen, die fiir die folgenden Versuche 
gebraucht wurden, erfuhren folgende Behandlung: Die roten Blutkérper- 
chen wurden zuerst dreimal mit geniigenden Mengen physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschen, so dab die Blutserumreste maximal ausgewaschen 
wurden. Darauf wurden Suspensionen hydrophober Kolloide und Lésungen 
hydrophiler mit entsprechend konzentrierten Kochsalzlésungen oder 
Rohrzuckerlésungen versetzt, da®B die Isotonie erhalten blieb und Kon- 
zentrationen hydrophiler und hydrophober Kolloide erreicht wurden, wie 
sie in den folgenden Tabellen angegeben sind. In der Regel wurde so vor- 
gegangen, dali eine doppelt isotonische Rohrzucker- oder Kochsalzlésung 
mit den gleichen Teilen der Suspension oder Lésung hydrophober oder 
hydrophiler Kolloide in destilliertem Wasser versetzt und Modifikationen 
in der Konzentration der hydrophoben und hydrophilen Kolloide durch 
eine vorherige Verdiinnung der Stammlésungen hydrophober und hydro- 
philer Kolloide mit destilliertem Wasser erreicht wurde. Die Kontrollen 
wurden in isotonische Rohrzuckerlésung gebracht oder in isotonischer 
Kochsalzlésung belassen, je nachdem die Vorbehandlung der rcten Blut- 
kérperchen in gleichprozentiger Rohrzucker- oder Kochsalzlésung vor 
sich ging. Wesentliche graduelle Unterschiede in dem Ergebnis, je nachdem 
die roten Blutkérperchen mit Rohrzucker- oder Kochsalzlésung  vor- 
behandelt waren, wurden nicht beobachtet. Kontrollen und vorbehandelte 
rote Blutkérperchen wurden dann fiir eine halbe bis 3 Stunden in den 
Brutschrank gebracht, abzentrifugiert und die Umspiilungsfliissigkeit 
bei beiden durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt. Jetzt wurden 
bei den Kontrollen sowohl wie bei den vorbehandelten gleiche Mengen 
roter Blutkérperchen in gleichen Mengen physiologischer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt, der physiologischen Kochsalzlésung wechselnde Betrage 
destillierten Wassers zugesetzt und der Punkt der beginnenden und der 
kompletten Hamolyse und der jeweiligen NaCl-Konzentration nach 
12 Stunden notiert. Einfaches Kreuz bedeutet inkomplette, Doppelkreuz 
komplette Hamolyse, 4 keine Hamolyse. Es erwies sich fiir die Versuche 
als gleichgiiitig, ob nach der Vorbehandlung abzentrifugiert und die kolloid- 
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haltige Umspiilungsfliissigkeit durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt 
wurde oder nicht. 

Die in den Tabellen niedergelegten Werte sind fiir jeden der unter- 
suchten Stoffe Mittelwerte aus gréBeren Versuchsreihen. An roten 
Blutkérperchen vom Menschen wurden in Stichproben die gleichen 
Befunde erhoben. 

Tabelie I. 





Hiimolyse bei °/y) NaCl 


0.48 O05 0.52 0.54: 0.56) 0.58 0.6 0.62 0.64 0.68 


Kontroile. . ... 4. 6 eo belt +t tits} 4 a é 4“ 
0,036 °%% Cholesterin . . . . | 4 “7 “7 “ “4 “W 4 4” 4” 
0,018 % A eo ew oe les] + { " “ "7 ” ” “ 
0,038 % Cholesterinester . . ||} ++/++4+4+4+4+44 4+ | ” “7 iP 
0,015% Triolein ..... it+/4+4+/4++4+/4+4 | 01060:!1¢6! 86 
0,005 °% u oe ee eo $+ 4+4+4+4+'4+4 4 L + i @ ” " 


Ergebnis. Die hydrophoben Kolloide, Cholesterin, Cholesterinester 
und Triolein, erhéhen die Resistenz roter Blutkérperchen vom Schaf 
dem Wasser gegeniiber. Freies Cholesterin wirkt in dieser Richtung 
starker als verestertes und Triolein. 


Tabelle II. 





H&imolyse bei °/p NaCl 


058 O06 0,62) 0.64) 0,66! 0.68 0.7 0.72 0,74) 0.76 
Kontrolle . 2. ww we ew tl eH! 4 - i @ “ " 4” “ ” "1 
O25:% Lecithin. . .. . . We+144/14++4!/4-4 Li-+-+; 4 + “ 7 
0,06 °% u Neg e ~ ie +4. 4 “4 ” “4 “ 
5 % EiweiB...... .)'+4)/4+4+/4+4+/4+4 44) G4 t 4 7 4 
15% we ee ee ew SHAH 44 «4 } “ “ 4“ “ 4 
0.5% 4 a : +4 eS Sa Oe ae 
0,002 % Na-Oleat . oe oe HPP AH tH + ti 4+4+/4++: 4 Gy 


Ergebnis. Die hydrophilen Kolloide, Eiwei8, Lecithin, Na-Oleat, 
setzen die Resistenz roter Blutkérperchen vom Schaf dem Wasser 
gegeniiber herab. Na-Oleat wirkt in dieser Richtung starker als Lecithin 
und Eiweib. 

Entsprechend den Befunden an Modellésungen, daS die W./O.- 
Wirkung von Cholesterin und Cholesterinester verschwindet, wenn 
sie in einem bestimmten Mengenverhaltnis in der Reaktion zueinander 
anwesend sind und entsprechend den Degkwitzschen Befunden, daB 
zellular an Paramaecien freies Cholesterin verestertes entgiftet und 
umgekehrt, wurden Cholesterin und Cholesterinester gleichzeitig und 
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nacheinander in die Reaktion gebracht. Wurden rote Blutkérperchen 
nacheinander mit verschiedenen Stoffen behandelt, so wurde jedesmal 
die erste Unmspiilungsfliissigkeit mit ihrem Kolloidgehalt méglichst 
restlos abzentrifugiert und durch eine neue ersetzt. Die Kontrollen 
erfuhren die gleiche Behandlung. 


Tabelle III. 





Hamolyse bei ° 9 NaCl 


0.48 05 O52 O44 O56) O88 O06 0.62 064 0.66 


Ee er ee ee eee ri + - “7 “! 
0,03 % Chol. + 0,912°, Ester $4 } i " ” ” "W ” 
0.015% . +0012% . ++ ++ +4 } “ “ a ” 


0.015% +0,024% , -+i++/+4 +--+. 7) 4 


Erst 0,03°, Cholesterin, dann 


a ee ee ++ -+- “ “ " “ "4 
Erst 0,025°, Ester, dann 
0,03°, Cholesterin. . . | 4 “ 7 “1 “ “ “" 4” ” 


Ergebnis: Je mehr sich bei gleichzeitiger Applikation von freiem 
und verestertem Cholesterin das gegenseitige Mengenverhaltnis dem 
nihert, wie es im Saugetierblut vorliegt, um so mehr nahert sich die 
Resistenz der mit einem solchen Gemisch vorbehandelten roten Blut- 
kérperchen der Norm. Die Hamolyse beginnt bei den Kontrollen 
in einer 0,62 °,igen NaCl-Lésung, bei Vorbehandlung mit Cholesterin 
Cholesterinester im Verhiltnis von 3:1 bei 0,56°,iger NaCl-Lésung,’ 
beim Verhaltnis 1:1 bei 0,58°,iger und beim Verhaltnis von 3:5 
bei 0,60°.iger NaCl-Lésung. Das Verhaltnis zwischen freiem und 


verestertem Cholesterin im Blutserum der Saugetiere betragt etwa 2 : 3. 


Werden die roten Blutkérperchen das eine Mal mit freiem Chole- 
sterin vorbehandelt und mit verestertem nachbehandelt, das andere 
Mal mit verestertem vorbehandelt und mit freiem nachbehandelt. 
so tritt ebenfalls eine Resistenzerhéhung ein. Bei gleichen Mengen- 
verhaltnissen in beiden Versuchen die héchste nach Estervorbehandlung 
und Nachbehandlung mit freiem Cholesterin. 


Entsprechend den Befunden in Modellésungen und den Degkwitz- 
schen Befunden sollte untersucht werden, ob sich die Wirkung hydro- 
philer Kolloide durch die hydrophober aufheben 148t und umgekehrt. 
In solchen Versuchen wurde sowohl die Wirkung von Cholesterin 
gegen Eiwei8, Lecithin und einwertige Seifen und die von verestertem 
Cholesterin und Triolein gegeniiber den gleichen Stoffen ausgewertet. 
Als Beispiel sollen die folgenden Kombinationen hydrophiler und 
hydrophober Kolloide dienen. 
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Tabelle IV. 





Himolyse bei °/, NaCl 


0.5 0,52 054 O56 O58) 0.6 0,62 0,64) 0,66 0,68 


Kontrolle . . .. : +--+- + +--+ +-+/+-4 } 7] 7] “ 
0,036 ©, Cholesterin ir “ "W " D “” “ “W W “ 
012% Lecithin. ..... feifejitt +4it+4/ 44/4 + -} 
0,03 % Chol. + 0,02 % Lee. bad } “ ” “7 “ “ “7 “ 
0,03 °%, 5 + 0,06 %, “ be off de of} hf | 1 “7 “ "7 "7 “7 
0,03 °% os + 0,12 4 Es 4 Be eae { | fn) 7] 
Erst 0,06 és Lecithin, dann 

0,03 °%, Cholesterin. . . ++) 4 { 7 " “1 “ " a “ 
Erst 0,03, Cholesterin, dann 

006% Tecithn. .. . . )++4+4+i+4+i¢4+44i¢4+44+ 4/4! 0 
ce t+i++/+-4 Arti +ittl + + a 
0,03 °4, Chol. °” Kiweib = | ! “ “ "W “ “4 4 “ 
0,08 9 a ." o/ - Beg See ! ” "W “ D “ 
0,08 07 os L ().73 5 0/ 3 Ses Fe 2 ! “” “ “ “ “ 
0,03 oo a 1 1,0 07 e Laff 4 A of +. + -+ + + 7 “7 “ 
Erst 0,5 9 / Eiweib, dann 

0,08 °% Cholesterin. . . + " ” “ a “ a “ 0 “ 
Erst 0 03% , Cholesterin, dann 

0,5 % Kiwei8 ee $4} 4 | “ “ 7) “ “ “ “ 


Ergebnis: Die resistenzerhéhende Wirkung des Cholesterins 
1aBt sich sowohl durch Lecithin als Albumin entsprechend den in die 
Reaktion gebrachten Lecithin- und Albuminmengen aufheben. Das 
gleiche gilt fiir alle unsere Kombinationen zwischen hydrophilen und 
hydrophoben Kolloiden. 

Diese antagonistische Wirkung hydrophober und hydrophiler Kolloide 
mit den von uns ermittelten gegenseitigen Mengenbezeichnungen zur 
Erreichung des kritischen Punktes in Beziehung zu setzen, ist aus dem 
Grunde nicht méglich, weil die hier aufgefundene Wirkung der hydrophoben 
und hydrophilen Kolloide an lebenden Zellen weitgehend von ihrem Dis- 
persitatsgrad abhangig ist und unsicher bleibt, ob nur ‘ein Teil oder det 
CGesamtbetrag des in die Reaktion eingefiihrten Kolloids geniigend dispers 
ist (Degkwitz, 1. ¢.). 

Entsprechend unseren Versuchen an Modellésungen und ent- 
sprechend den Degkwitzschen Versuchen, der Paramaecien am Leben 
erhalten konnte, wenn er in ihre Umspiilungsfliissigkeit gleichzeitig 
eine Lipoidkombination brachte, die der des Blutserums von Sauge- 
tieren glich, sollte versucht werden, ob die normale Wasserresistenz 
der roten Blutkérperchen durch eine Lipoidkombination erhalten werden 
konnte, von der jeder Faktor allein die Resistenz gegen Wasser andert. 
In der gleichen Versuchsreihe sollte gepriift werden, ob die Wirkung 
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der hydrophilen und hydrophoben Kolloide sichtbar bleibt, wenn 
sie dem Serum zugesetzt werden. 

Dazu wurde so vorgegangen, da} die roten Blutkérperchen aus- 
gewaschen wurden, wie in jedem der vorhergegangenen Versuche, 
und ihnen Serum, Serum + Lecithin, Serum -- Cholesterin und schlieS- 
lich ein Gemisch von Albumin, Lecithin, Cholesterin, Cholesterinester 
und Neutralfett in Kochsalzlésung wieder zugesetzt wurde, das in 
seiner Mengenverteilung dem Blutserum entspricht. 


T'abelle V. 





Himolyse bei °/5 NaCl 
0.56 0.58 0.6 0.62 0.64 0.66 

ITS Saha nas Sate ee Ey i gs a Ny + ++ + | 7] a 
Rote Blutkérperchen + Zusatz vonSerum ... . $--+- +--+ } } “ 7] 
Rote Blutkorperchen + Zusatz von Serum -+- 0,02°, 

ile eee ke a Ali eet lh Wel + -+--+/)4+-+4+ 4 
Rote Blatkérperchen + Zusatz von Serum + 0,01% 

Ce en Ge as aR a ewe. ee | “ “7 “7 7] 
Rote Blutkérperchen + Zusatz von Serummodell: 

0.2% Lecithin, 0,5°% Fett, 50% KiweiB, 

0,08 ©, Cholesterin, 0,12°, Cholesterinester . ++ +4 4 | “7 ” 


Ergebnis: Lecithinzusatz zum Serum senkt die Resistenz der 
roten Blutkérperchen, Cholesterin dem Blutserum zugesetzt erhdht 
die Resistenz der roten Blutkérperchen gegen Wasser. 

Eine kiinstliche Kombination von hydrophilen und hydrophoben 
Kolloiden in einer Mengenverteilung, wie sie etwa dem Blutserum 
entspricht, erhalt die normale Wasserresistenz der roten Blutkérperchen. 

Es war nun zu untersuchen, worauf die wasserresistenzsteigernde 
und -senkende Wirkung der hydrophoben und hydrophilen Kolloide 
zurickgefiihrt werden muBte. Denkbar war, daB die Resistenz der 
Zellgrenzschicht ohne Beeinflussung der Wasserpermeabilitat gegentiber 
dem hydrostatischen Druck erhéht oder erniedrigt wurde — oder dab 
diese Resistenz der Zellgrenzschicht die gleiche blieb, aber das Wasser- 
eindringungsvermégen hinauf- oder herabgesetzt wurde.  Dariiber 
muBten Volumenbestimmungen der roten Blutkérperchen Auskunft 
geben. Im ersten Falle muBten die wasserresistenteren, mit hydro- 
phoben Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen im Vergleich 
mit den Kontrollen bei gleichen hypotonischen Kochsalzkonzentrationen, 
die fiir beide nicht himolytisch wirken, das gleiche Volumen zeigen 
und, jenseits der Hamolysegrenze der Kontrollen, gréBere Volumina 
annehmen kénnen, bevor es zur Himolyse kommt. Im letzteren Falle 
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muBten die mit hydrophoben Kolloiden behandelten roten Blut- 


kérperchen, verglichen mit den Kontrollen, bei gleich konzentrierten, 


nicht hamolytischen hypotonischen NaCl-Konzentrationen ein ge- 
ringeres Volumen zeigen und kurz vor der Himolyse, verglichen mit 
den Kontrollen, trotz der zur Himolyse notwendigen starkeren os- 
motischen Druckdifferenz, das gleiche. Entsprechend ihrer herab- 
gesetzten Resistenz muBten sich bei jeder der beiden Annahmen die 
mit hydrophilen Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen ver- 
halten. Die Volumenbestimmungen wurden in der gebrauchlichen 
Weise mit dem Hamatokriten vorgenommen. 


Tabelle VI. 





Na Cl-Konzentration in 


0 


1,2 0.9 0.74 O68 0.64 0,62 0.54 05 
Hamolyse. . . " “ a " " 1 
Kontrolle Senkung im Hima- 
| tokriten .. % 41 54 47) 49 50 
“ 7] f ( f f “ 
Chol.-Behandl. | Hamolyse. . . j / j 1 
0.03° Senkung im Hima- ; ib ht 
. ° tokriten .. % 42/45/46 46 48 49 50—51 
) "4 “7 " rn oe a ee 
Alb.-Bebandl. | Hamolyse. . . 
10 Senkung im Hama- 
os tokriten .. % 40 45 48 50 


Ergebnis: Im Entquellungsversuch zeigen die mit hydrophoben 
Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen, ceteris paribus, ein 
gréBeres Volumen als die Kontrollen, im Quellungsversuch ein ge- 
ringeres. Kurz vor der Hamolyse sind die Volumina, verglichen mit 
den Kontrollen, trotz stirkeren osmotischen Druckes die gleichen, 
Im Entquellungsversuch zeigen die mit hydrophilen Kolloiden be- 
handelten roten Blutkérperchen, ceteris paribus, ein kleineres, im 
Quellungsversuch ein gréBeres Volumen als die Kontrollen und die 
mit hydrophoben Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen. Kurz 
vor der Himolyse sind die Volumina die gleichen wie bei den Kontrollen 
und den mit hydrophoben Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen. 
Das gilt nicht nur bei den in der Tabelle als Beispiele angefiihrten 
hydrophoben und hydrophilen Kolloiden, sondern auch fiir den Rest 
der in der Tabelle nicht aufgefiihrten, aber hier untersuchten Stoffe. 

Es wird also das Permeabilitatsvermégen des Wassers verandert, 
wihrend die Resistenz der Zellgrenzschicht als solehe dem hydro- 
statischen Druck gegeniiber unverandert bleibt. 


Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die Resistenz roter Blut- 
kérperchen vom Schaf dem Wasser gegeniiber durch die hydrophilen 
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Kolloide (Albumin, Lecithin, Na-Oleat) in ihrer Umspiilungsflissigkeit 
herabgesetzt wird, gleichgiiltig, ob nach einer gewissen Vorbehandlungs- 
zeit die Umspiilungsflissigkeit mit ihrem Gehalt an hydrophilen 
Kolloiden durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt wird oder 
die hydrophilen Kolloide in der Reaktion belassen werden. Die hydro- 
phoben Kolloide (Triolein, Cholesterin, Cholesterinester) setzen unter 
den gleichen Umstiinden die Resistenz gegen Wasser hinauf. 

Die Wirkung der hydrophilen Kolloide kann durch die hydro- 
phoben beeinflu8t und aufgehoben werden, Kombinationen hydrophiler 
und hydrophober Kolloide, die dem Blutserum gleichen, erhalten 
eine normale Wasserpermeabilitat. Die hydrophilen und hydrophoben 
Kolloide, normalem Blutserum zugesetzt, zeigen die gleiche Wirkung 
wie in isotonischer NaCl- oder Rohrzuckerlésung, wenn der Wirkungs- 
ausschlag wegen der im Serum vorhandenen Antagonisten auch nicht 
ganz so grof ist wie in NaCl-Lésungen. 

Es zeigte sich also, da die Wasserpermeabilitat roter Blut- 
kérperchen vom Schaf bei gleicher Reaktionslage und Elektrolyt- 
verteilung weitgehend von dem Gehalt hydrophiler und hydrophober 
Kolloide in ihrer Umspiilungsfliissigkeit abhangt. 

Die Kolloide der Umspiilungsfliissigkeit wirken zellular. Ihre 
Wirkung kann keine humorale sein, weil die gleichen Erscheinungen 
zu beobachten sind, wenn die gepriiften Kolloide vor der Resistenz- 
priifung gegen Wasser wieder aus der Reaktion entfernt werden. 

Aus den Volumenbestimmungen der mit hydrophoben und hydro- 
philen Kollciden behandelten roten Blutkérperchen geht hervor, da’ 
die gesteigerte ‘oder verringerte Resistenz dem Wasser gegeniiber 
auf Verainderungen an der Zellgrenzschicht, aber nicht auf eine Ver- 
anderung in dem Sinne zuriickzufiihren ist, daB ihr Widerstand gegen 
hydrostatische Drucke verringert oder vermehrt ist, sondern dab 
eine Permeabilitatsinderung dem Wasser gegeniiber zustande kommt. 
Wenn die starkere Quellung mit hydrophilen Kolloiden behandelter 
roter Blutkérperchen durch ein stairkeres Wasserbindungsvermégen 
des gesamten Protoplasmas zustande kime, so miiBte diese Eigenschaft 
im Entquellungsversuch darin zum Ausdruck kommen, da mit hydro- 
philen Kolloiden behandelte rote Blutkérperchen der Entquellung 
gréBeren Widerstand entgegensetzen. Da das Gegenteil der Fall ist 
und die mit hydrophilen Kolloiden vorbehandelten roten Blutkérperchen 
im Entquellungsversuch starker Wasser abgeben als die Kontrollen, 
mu eine Erleichterung des Wasserdurchtritts an der Zellgrenzschicht 
angenommen werden. Im gleichen Sinne spricht das Verhalten der 
mit hydrophoben Kolloiden behandelten roten Blutkérperchen im 
Entquellungs- und Quellungsversuch. 


23* 
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Fir die Frage, ob die von uns an Modellésungen beobachtete 
physikalische Wirkung der hier untersuchten hydrophilen und hydro- 
phoben Kolloide auch im lebenden Protoplasma zur Geltung kommt, 
konnten auch an roten Blutkérperchen neben den Degkwitzschen 
Befunden an Paramaecien positive Befunde erhoben werden: 

1. Es gelang mit normalen Zellbausteinen in Konzentrationen, 
die nicht tiber der physiologischen lagen, Reaktionsverinderungen 
hervorzurufen, die als Zustandsiinderungen gedeutet werden miissen, 
weil eine chemische Wirkung der untersuchten Stoffe in den verwandten 
Konzentrationen als ausgeschlossen erscheint. 

2. Die zu erwartenden Reaktionen lieBen sich beeinflussen oder 
verhindern durch Stoffe, die von den Modellésungen her als physikalische 
Antagonisten bekannt waren, wobei die physikalische und nicht die 
chemische Differenz der untersuchten Stoffe sich als ausschlaggebend 
erwies. 

Offen bleibt zuniachst die Frage, ob die resistenzerniedrigende 
Wirkung der hydrophilen und die steigernde der hydrophoben Kolloide 
auf ihre differente Wirkung als O./W.- und W./O.-Emulgatoren in 
dem Sinne zurtickgefiihrt werden muB8, daB sie an der Zellgrenzschicht 
eine mit Wasser verdiinnbare O./W.- oder mit Wasser unverdiinnbare 
W./O.-Emulsion hervorrufen oder zum wenigsten deren jeweilige 


Struktur im Sinne dieser beiden Extreme beeinflussen. 
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Untersuchungen iiber Jodeiweib. 


Von 
J. Schwaibold. 


(Aus dem Agrikulturchemischen und dem Chemischen Institut der Hoch- 
schule Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

Die Vorginge bei der Halogenierung der Proteine sind mit wenigen 
Ausnahmen noch ungeklart. Das gleiche trifft auch zu, was die dabei 
erhaltenen Reaktionsprodukte anlangt. Was bis jetzt gesichert er- 
scheint, ist die Méglichkeit der Gewinnung von Halogenproteinen, bei 
denen das Halogen in intramolekularer Bindung vorliegt, chne daB die 
halogenierten EiweiBverbindungen hinsichtlich ihrer MolekiilgréBe 
wesentliche Veranderungen erleiden. Doch ist noch nicht erwiesen, 
inwieweit die durch verschiedene Methoden aus gleichem Ausgangs- 
material erhaltenen Produkte identisch sind oder sich unterscheiden, 
vor allem qualitativ. An natiirlichen JodeiweiSstoffen bzw. ihren 
Spaltprodukten, deren Auffindung einen wesentlichen Antrieb zu solchen 
Untersuchungen ergeben hat, sind auch nur wenige bekannt, z. B. das 
Thyroxin aus der Schilddriise, das Spongin und das Gorgonin aus der 
Geriistsubstanz der Schwimme bzw. der Korallen. In -welchen Ver- 
bindungen das Jod in den jodreichen Algen und dem Seetang vorliegt, 
ist noch nicht festgestellt. 

Es ist an dieser Stelle auf die vor kurzem in dieser Zeitschrift 
bekanntgegebenen Untersuchungen von Bauer und Strauss (1) verwiesen, 
die sich eingehend mit synthetischen Jod- und NitroeiweiBkérpern 
beschaftigen. Dort ist auch die entsprechende Literatur zu finden. 
Wenn auch der exakte Nachweis nicht gegeben ist, so bietet sich doch 
ein gewisser Einblick in den Bau der dargestellten Jodglobine, welcher 
die vermutete Substitution des Halogens an aromatischem Kohlenstoff 
bestatigt. 

Bei der biologischen Priifung einer Reihe von Stoffen hatte sich 
in friheren Untersuchungen (2) unter anderem ergeben, daB ein fabri- 
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katorisch hergestelltes JodeiweiB (Jodtropon) bei Verfiitterung an 
Froschlarven ohne jede Wirkung im Sinne von aktiver Schilddriisen- 
substanz blieb. Da der Kaulquappenversuch auSerordentlich empfindlich 
ist und auch 3, 5-Dijodtyrosin in gréBeren Dosen eine Beschleunigung 
der Metamorphose hervorruft, so erscheinen fiir das Ausbleiben einer 
Wirkung bei diesem JodeiweiB zwei Erklarungen méglich. Entweder 
sind in diesem keine der wirksamen Schilddriisensubstanz entsprechenden 
Stoffe und ebenso kein 3, 5-Dijodtyrosin enthalten, oder das letztere 
ist so im EiweiBmolekiil eingelagert, daB es der Verdauung der Larven 
nicht zugiangig ist. 

Es zeigte sich nun, daB nach Einwirkung von Fermenten aaf das 
JodeiweiB in vitro Abbauprodukte erhalten werden, welche einen starken 
Einflu8 auf Wachstum und Entwicklung der Larven haben. Diese 
Kinwirkung war an diejenigen Substanzen gebunden, welche nach 
Behandlung von Jodeiwei8 mit Pepsin und darauf folgender Trypsin- 
einwirkung erhalten wurden, wihrend die Wirksamkeit der nur durch 
Pepsinbehandlung erzielten Substanzen unbedeutend war. Die Menge 
der im Zuchtwasser der Versuchstiere zur Anwendung gelangten Substanz 
war, wie aus den Versuchsangaben ersichtlich ist, verhaltnismaBig 
hoch. Sicher hatte nur ein kleiner Teil der Verdauungsprodukte die 
hier besprochenen wirksamen Eigenschaften. Da es bis jetzt aber noch 
nicht méglich ist, die Wirkung von wirksamen Schilddriisenstoffen und 
3, 5-Dijodtyrosin qualitativ sicher zu unterscheiden, kann es sich hier 
um das Vorhandensein sehr kleiner Mengen der ersteren oder gréferer 
Mengen des letzteren handeln. Auf Grund der Wirkung von roher 
Schilddriise bei solechen Fiitterungsversuchen und der Ergebnisse von 
Untersuchungen, wie sie von Bauer und Strauss (1) u. a. durchgefiihrt 
wurden, ist es méglich, daB hier die Wirkung von 3, 5-Dijodtyrosin 
vorliegt, welches demnach im Jodeiwei8 komplex praformiert enthalten 
sein kénnte, jedoch so eingelagert, daB es im Kaulquappenversuch 
nicht zur Wirkung kommt. In den nun folgenden kurzen Angaben 
liber die Versuche selbst sind noch einige Untersuchungsergebnisse 
der Verdauungsvorgiinge angefiihrt. 


II. 

Zur Vervollstandigung der in der friiheren (2) Mitteilung gegebenen 
Kenyzeichnung des Ausgangsmatertals wird noch folgendes erginzt: Jod- 
tropon ist in Wasser unléslich und gibt auch in hei®em Wasser nur Spuren 
von Jod ab. Behandelt man Jodtropon mit salpetriger Saure und schiittelt 
mit Chloroform aus, so wird dieses zunéchst nicht gerétet. Nach einigem 
Stehen und wiederholtem Ausschiitteln erfolgt eine schwache Rotviolett- 
farbung. Auf Grund der Herstellung ist ein ahnliches Produkt anzunehmen, 
wie es von Bauer und Strauss gekennzeichnet wird, von dem es sich jedoch 
dadurch unterscheidet, daB ein biologisch vollwertiges EiweiBgemisch die 
Proteinkomponente bildet. 
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Die kiinstliche Verdauung geschah folgendermaBen: a) Eine Auf- 
schlemmung von 1g der fein gepulverten Substanz in 50cem 0,2 °oiger 
Salzsiure wurde 48 Stunden der Einwirkung von 0,1 g Pepsin (Merck, 
D. A. B. VI) bei 37°C iiberlassen. b) Nach der Neutralisation mit Na,CO, 
wurde unter Zusatz von 0,06 g Trypsinfermentpraiparat und etwa 0,15 g 
Na,CO, nochmals 48 Stunden verdaut, jeweils unter Zusatz von Chloro 
form. Nach Beendigung der Verdauung wurde neutralisiert [bei a) mit 
Na,CO,, bei b) mit HCl], filtriert, mit warmem Wasser gewaschen und 
die Filtrate im Vakuum unterhalb 50° eingeengt bzw. zur Trockne gebracht. 

Es wurde oben erwahnt, daB das Ausgangsmaterial bei der Be- 
handlung mit salpetriger Saure zunachst nur Spuren von Jod abspaltet. 
Die durch die Fermentbehandlung léslich gewordenen Substanzen 
wurden ebenso gepriift, und zwar quantitativ, da es sich zeigte, dab 
sie sich etwas anders verhielten. Kleine Mengen der gelésten Substanzen 
wurden mit verdiinnter Salzsiure und Kaliumnitrit in ausreichender 
Menge versetzt und sofort mit Chloroform quantitativ ausgeschiittelt 
und das so abgespaltene Jod nach Winkler (3) bestimmt. 


Wir haben noch Parallelbestimmungen mit Wasserstoffsuperoxyd 
an Stelle von salpetriger Saiure durchgefiihrt : 


a) JodeiweiB (4,9° J), mit Pepsin behandelt : 


Menge der ungelésten Substanz ........+++ +++ 6% 
Jodgehalt (organisch) der ungelésten Substanz . . . . . . . 4.8%, 
Jodgehalt des Filtrats, berechnet auf die organische Trocken- 
Oe a ea ee ee ee ee ee er rie 
Jodgehalt (organisch) dieser Trockensubstanz : 
Gegen HNO, bestfindig ........ . 198% 
Gegen H,O, besténdig ......... . 2,15% 


b) Jodeiwei8, mit Pepsin und Trypsin behandelt : 


Menge der ungelésten Substanz .........+.++++ + 4% 
Jodgehalt (organisch) der ungelésten Substanz ee 4,49 °,, 
Jodgehalt des Filtrats, berechnet auf die organische Trocken- 
0 ee a aa eae eee 
Jodgehalt (organisch) dieser Trockensubstanz: 
Gegen HNO, bestindig ......... 2,13% 
Gegen H,O, besténdig ......... . 321% 


Das Jodeiweib (J. E.) ist gegen die Fermente ziemlich widerstands- 
fahig. Auch der Jodgehalt der nichtgeliésten Substanz hat sich konstant 
erhalten, Das Jod des gelésten Teiles war gegen HNO, und H,0O, 
weniger unangreifbar geworden. Jedoch sind die als‘ organisch an- 
gefiihrten Werte nur ein Minimum des so gebundenen Jods, denn eine 
Reihe echter Organojodverbindungen spaltet Jod bei Anwesenheit von 
HNO, oder H,O, ab. Versuche (qualitativ) haben ergeben: 


3, 5- Dijodtyrosin: sofortige reichliche Abspaltung ; 
Jodathylthiosinamin (von Heyden): ebenso; 
Stearolsiurejodid (Grenzach) und Sajodin (Bayer): nur Spuren; 


Alival (Héchst): 0. 
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Die Versuchstiere waren Larven von Rana temporaria und Bufo 
vulgaris, welche etwa zu Ende der ersten Halfte ihrer larvalen Lebenszeit 
zu den Versuchen herangezogen wurden. Hier sei auf eine Mitteilung 
von H.Spatz (4) hingewiesen, dessen Ausfiihrungen bestiatigt werden 
kénnen. 

Saémtliche Tiere wurden mit gutem Erfolg von der ersten Nahrungs- 
aufnahme bis zur Metamorphose mit einem kiinstlichen Futtergemisch 
gefiittert. Dieses war folgendermaBen zusammengesetzt : 


Casein und Lactalbumin (2:3) .. . . . . . . 350 Teile 
OIE a 6S oe wwe ecw ee ~o oe RDP es 
eae eas eae =| Sn 
Mineralstoffgemisch ... . were et 2" 


Ca-Lactat 1000 Teile, CaHPO, 400 Teile, 
K,HPO, 700 Teile, Na,HPO, 300 Teile, 
Mg8SO,(7H,O) 300 Teile, NaCl 200 Teile, 
FeSO,(7 H,O) 100 Teile, Na, SiO, 2 Teile, NaF 
2 Teile, MnSO,(7H,O) 0,6 Teile, Kalialaun 
0,2 Teile und KJ 0,2 Teile 

fulesewpur Gder Cen@iwme ......:2+ +. » FO 4 


Die Mischung erfolgt als feines Pulver aller Bestandteile auber Fett, 
welches zuletzt zugegeben wird. Das Gemisch ist bei entsprechender Auf- 
bewahrung jahrelang haltbar. Es ist kompletinfrei und kann fiir bestimmte 
Versuchszwecke variiert werden. Fein geschnittenes, méglichst junges 
Gras erméglicht normales Wachstum von Froschlarven, wenn es in aus- 
reichender Menge in das Zuchtwasser gegeben wird. 

Protokollauszug eines Fiitterungsversuchs: Zu allen gleichzeitig an- 
gesetzten Versuchsreihen kamen ‘Tiere gleicher Abstammung, gleichet 
(16Be und gleicher Entwicklung zur Verwendung. In diesem Versuch 
Rana temporaria. In Zuchtschalen je fiinf Tiere in 500 cem Wasser. Alter: 
72 Tage. 

Versuchsanordnung: Gruppe a: Kontrolle; Gruppe b: Einwirkung 
von Thyraden, Dosis 0,1 g, entsprechend 0,12 g frischer Schilddriise ; 
Gruppe c: durch Pepsinverdauung von Jodeiweif geléste Substanz, Dosis 
O.lg 0,07g organischer Trockensubstanz, entsprechend etwa 3mg J; 
Gruppe d: durch Pepsin-Trypsinverdauung von Jodeiwei8 geléste Substanz, 
Dosis 0,1 g = 0,06g organischer Trockensubstanz, entsprechend etwa 
2,4mg J. 

Am 15. Juni erste Dosis, Dauer: 30 Stunden. Am 20. Juni zweite 
Dosis, Dauer: 30 Stunden. Bei Gruppe b beginnende Schwanzresorption, 
bei den tibrigen Gruppen noch keine Erscheinungen. Am 23. Juni dritte 
Dosis. Am 27. Juni vierte Dosis. Alle Tiere von Gruppe b sind inzwischen 
wegen weitgehender Reduktionserscheinungen eingegangen: Schwaénze 
gréBtenteils resorbiert; Kiefer abgeworfen, Kopf und Maul Froschtypus. Die 
Tiere von Gruppe c sind vor den Kontrollen nicht wesentlich verschieden. 
Die Tiere von Gruppe d sin qualitativ in einem Zustande wie diejenigen 
von Gruppe b, die Riickbildung ist jedoch noch nicht soweit fortgeschritten, 
und alle Tiere sind lebend. Am 30. Juni Ende des Versuchs. Die Tiere von 
Gruppe d haben nun etwa den Zustand der Tiere von Gruppe b am 26. Juni 
erreicht. Wenn man Zeitdauer und Substanzmengen beriicksichtigt, ware das 
Wirkungsverhaltnis der Substanzen von Gruppe b und d in der GréBen- 
ordnung wie 4: 1. Da jedoch Substanz b ungelést und d in geléstem Zu- 
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stande war, kann ein quantitativer Vergleich nicht ohne weiteres gezogen 
werden. Am 30. Juni wurden die Tiere photographiert. Abb. 1 zeigt das 
Aussehen der Tiere der Gruppen a, b und d. Nach Fixierung in 6 °jiger 









































Abb. 1 


Formollésung wurden von den Tieren Schnitte von 45 u angefertigt. Die 
Farbung erfolgte mit Boraxkarmin. Eines der Hauptmerkmale der morpho- 
logischen Einwirkung von verfiitterter Schilddriisensubstanz bilden auch 
die Umwandlungserscheinungen am Darimtraktus. In Abb. 2 werden 





Abb. 2 





zwei Schnitte je eines Tieres von Gruppe a und d gezeigt. Zur Vergleich- 
barkeit ist jeweils derjenige Schnitt gewahlt, welcher der Erweiterung det 
Speiserdhre zum Magen zunichst liegt. Die Aussagen der Schnittbilder 
stimmen mit den oben gemachten auBeren Feststellungen iiberein. Bei 
den Kontrolltieren findet sich ein noch vdéllig larvaler Zustand der Ver- 
dauungsorgane, wahrend er bei Gruppe d nahezu froschartig geworden ist, 
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wie es auch bei den Tieren von Gruppe b (Thyraden) der Fall war. Gruppe ec 
verhielt sich ahnlich wie Gruppe a. 

Mehrere weitere Versuchsreihen, auch mit wiederholt hergestellten 
Verdauungspraparaten, hatten ein tibereinstimmendes Ergebnis, ebenso 
solche mit Larven von Bufo vulgaris. Versuche mit den ungelésten 
Riickstanden ergaben Resultate, die nicht wesentlich von denjenigen 
der friiheren Versuche (2) verschieden waren. 

Um eine mégliche Wirkung der in den Praparaten enthaltenen 
Fermentreste auszuschlieBen, wurde ein Gemisch von Casein, Milch- 
serumalbumin und Sojamehl (4: 2:4) analog wie oben angefiihrt mit 
Pepsin bzw. mit Pepsin und Trypsin verdaut. Die mit diesen Substanzen 
gefiitterten Tiere unterschieden sich in keiner Weise von KontrolJtieren. 


Ill. Zusammenfassung. 


Nachdem friihere Untersuchungen gezeigt hatten, daB Jodeiweif 
(Jodtropon) bei Verfiitterung an Froschlarven ohne Wirkung war, 
also keine thyroxinartigen Stoffe und auch kein freies 3, 5-Dijodtyrosin 
enthalt, ergab sich nun, daB Abbauprodukte, welche durch Einwirkung 
von Pepsin und Trypsin in vitro auf JodeiweiB erhalten werden, auf 
Kaulquappen ahnlich wirken wie wirksame Schilddriisensubstanz oder 
gréBere Mengen von 3, 5-Dijodtyrosin. Bei alleiniger Pepsineinwirkung 
ist das Ergebnis nicht einheitlich gewesen. Es konnte noch nicht ent- 
schieden werden, worauf die Einwikung zuriickzufiibren ist. Moéglicher- 
weise kommen auBer Dijodtyrosin noch andere unbekannte jodierte 
EiweiBabkémmlinge in Frage. In allen Fallen biologischer Wirksamkeit 
der dargestellten Substanzen war sowohl positive Einwirkung (Ent- 
wicklungsbeschleunigung) als auch negative Wirkung (Dissimilations- 
steigerung bei den larvalen Organen) vorhanden. Das Verhalten der 
Verdauungsprodukte gegeniiber salpetriger Saure und Wasserstoff- 
superoxyd ist gegeniiber der urspriinglichen Substanz verandert, aber 
auch bei diesen ist das Jod vorwiegend organisch gebunden. 
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Die physiologischen Wirkungen 
der a-, B- und y-Strahlen des Radiums auf die Dynamik 
und Energetik der Kohlensiureassimilation. 
Von 
Julius Stoklasa. 
Unter Mitwirkung von J. Hruban und J. Pénkava. 
(Aus der biochemischen Abteilung der staatlichen Versuchsstation in Prag.) 
(Eingegangen am 17. Dezember 1929.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Durch die modernen radiologischen Forschungen ist nachgewiesen 
worden, da8 die Radioaktivitaét in der Natur stark verbreitet ist und 
daB die a-, B- und y-Strahlen bei den Vitalprozessen aller Organismen 
eine sehr wichtige Rolle spielen. In unserer Arbeit behandeln wir den 
Einflu8 der Radioaktivitat auf die Dynamik und Energetik der Kohlen- 
siureassimilation, also das wichtigste Problem der Naturforschung. 
Die Synthese des Zuckers aus Kaliumbicarbonat, das in Entstehung 
begriffen ist, und Ferrohydroxyd unter Einwirkung der ultravioletten 
Strahlen haben Stoklasa und seine Mitarbeiter im Jahre 1908/09 als 
erste beobachtet. Von zahlreichen Forschern, wie von Moore und 
Webster, sowie Baly, Heilbron und Barker wurden diese Resultate 
bestatigt, denn sie fanden, daB sich der Formaldehyd bei Einwirkung 
der ultravioletten Strahlen zu reduzierendem Zucker kondensiert. 
Diese Kondensation, die durch Licht der Wellenlange 290 wu zustande 
kommt, kann durch bestimmte Stoffe katalytisch beschleunigt werden. 
Die Wirkung von ultravioletten Strahlen auf die Bildung von Zucker 
und Aldehyden in Bicarbonat- und Kohlensaurelésungen haben in 
neuester Zeit G. Mezzadroli, E. Vareton und 7’. Babes bestatigt. 

Stoklasa hat in zahlreichen Arbeiten darauf hingewiesen, dab 
das Kaliumion bei der Dynamik der Kohlensiéureassimilation in der 
griinen Zelle einen unentbehrlichen Bestandteil reprasentiert. Das 
Element Kalium sendet $-Strahlen und auch y-Strahlen aus, und so 
war es von héchster Wichtigkeit, festzustellen, ob durch die f- und 
y-Strahlen ebenfalls die Synthese des Zuckers hervorgerufen wird. 
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Zu diesem Zwecke hat Stoklasa mit seinen Mitarbeitern Experimente 
in Joachimsthal ausgefiihrt. und es gelang ihm nachzuweisen, daB die 
f- und y-Strahlen von 1,52 g reinen Radiumchlorids die Synthese 
der Kohlenhydrate aus Kaliumbicarbonat und Ferrohydroxyd_be- 
wirken. Diese Tatsache eréffnete neue Perspektiven iiber die physio- 
logischen Wirkungen der f- und y-Strahlen des Radiums. 


Experimenteller Teil. 
Methodik. 
Ubersicht. 


Die quantitativen Methoden bestimmen entweder nur die Intensitat 
des Gaswechsels oder das Verhaltnis der ausgewechselten Gase, oder beides. 
Nach den Grundlagen der Einrichtung kann man sie in zwei Gruppen teilen: 

1. Die Methoden, welche verschlossene Rezipienten verwenden (ent- 
weder kleine durch Quecksilber geschlossene Eprouvetten oder gréBere 
Glocken), in welechen die Versuchsorgane eingeschlossen sind. Die Zu- 
sammensetzung der Atmosphire in den Rezipienten wird vor und nach 
dem Versuch volumetrisch festgestellt (méthodes de lair confiné). 

2. Die Methoden, bei welchen der Gasstrom angewendet wird. Die 
Zusammensetzung des Gasstroms wird vor dem Versuch bestimmt. Nach 
dem Durchgehen durch eine Kammer, in der sich die zu untersuchenden 
Organe befinden, wird die Zusammensetzung neu volumetrisch oder durch 
Absorption und dann durch Titration oder gravimetrisch festgestellt. 

Diese Einteilung bedeutet nicht nur einen Unterschied in der Versuchs- 
anordnung, sondern auch oft in den Resultaten. Die Ergebnisse der schénen 
Arbeit von Bonnier und Mangin unterscheiden sich von den Ergebnissen 
der Versuche der spéteren Forscher (z. B. Maquenne, Willstdtter) wahr- 
scheinlich deshalb, weil die ersteren die Methode der eingeschlossenen 
Atmosphire anwendeten, die spiéiteren Resultate wurden dagegen durch 
die Methode des Gasstroms ermittelt. ,,L’étude de la respiration (im Sinne 
des Gaswechsels) est surtout une question de méthode“, sagt Maquenne 
und fiigt bei: ,,qu’elle est une question de théorie autant que de technique.“ 
In seinem Werke berechnet er griindlich vor allem theoretisch alle Um- 
stiinde der einzelnen Methoden, welche die Resultate der Versuche andern 
kénnen. 

Die Methoden der eingeschlossenen Atmosphére wurden friiher an- 
gewandt. Sie geben zum Schlusse des Versuches eine Atmosphaére von 
einer Zusammensetzung, die stark von der anfanglichen abweicht, und 
zwar in einer kurzen Zeit, so da der stérende EinfluB der Zeit reduziert 
wird und die Fehler der Analyse in den Endresultaten wenig zur Geltung 
kommen. Die Pflanze arbeitet zwar in stets sich andernden Verhaltnissen, 
da sie ein Gas zur Disposition hat, das jeden Augenblick von anderer Zu- 
sammensetzung ist, aber die Gesamtresultate sind in der Richtigkeit nicht 
geindert. Nach Maquenne sind die durch diese Methoden gefundenen 
Koeffizienten nur scheinbare. 

Die Methoden des Gasstroms haben einen betrachtlichen Vorteil, 
weil naémlich den Pflanzen eine Atmosphare von stets gleicher’ Zusammen- 
setzung zur Verfiigung steht und die Pflanzen sich leichter der kiinstlichen 
Beleuchtung anpassen lassen. Daraus folgt eine gréBere RegelmaéBigkeit 
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der Resultate und die Méglichkeit, die zu verschiedenen Zeiten gewonnenen 
Resultate untereinander zu vergleichen. Die Methode des Ciasstroms hat 
Kreusler bei seinen Versuchen angewendet, und seit dieser Zeit wurde sie 
von Brown und Escombe, Blackman, Maquenne und Demoussy und endlich 
von Willstdtter zu einer sehr genauen Methode vervollkommunet. Warburg 
arbeitete mit griinen Algen in verschlossenen Behaltern. 


Angewendete Methode. 


Bei den folgenden Versuchen wurde grundséitzlich die entsprechend 
modifizierte Methode von Bonnier-Mangin angewendet. Auch die Gas- 
analysen wurden mit den letzten Modifikationen des Apparats von Bonnier- 
Mangin durchgefiihrt. 

Die Absorption von CO, durch die Blatter. In der Blattsubstanz werden 
einzelne Bestandteile der Atmosphare in ungleichem Verhaltnis absorbiert. 
CO, wird 30mal mehr als O, und N, absorbiert. Dabei ist die Léslichkeit 
des CO, in den Blaittern zwei- bis zw6lfmal gréBer als in Wasser und ist 
abhangig von der Temperatur und dem Partialdruck des CO, in der Atmo- 
sphare. Bei 5°C wird ungefahr zweimal soviel CO, absorbiert als bei 25°. 

Weil bei der Methode der geschlossenen Atmosphiare das Bestreben 
besteht, der Genauigkeit der Analysen wegen méglichst groBe Unterschiede 
in den CO,-Mengen zu erzielen, vergr6éBert sich das Verhaltnis des von den 
Blattern absorbierten CO, am Anfang und Ende des Versuchs so, dal in 
dem Endresultat das Verhiltnis CO,/O, betrachtlich geandert ist, besonders 
bei den Versuchen mit fleischigen Organen. 

Die chemische Natur der Stoffe, die in dem Blatt CO, absorbieren, 
ist nicht bekannt. 


Das Verhdltnis des Blattvolumens zu dem Rezipienteninhalt. 


Dieses Verhiltnis, von Maquenne ,,densité de chargement‘ genannt, 
ist nach diesem Autor allein imstande, das absolute Resultat des Versuchs 
von 1 bis 0,67 zu 4ndern. Infolgedessen ist das aus den Versuchen berechnete 
Verhaltnis CO,/O, eine Funktion des ,,densité de chargement* (6) und des 
Koeffizienten der Léslichkeit des CO, in den Blattern (ce). Fiir den tat- 


siithlichen Koeffizienten 1 wird durch den Versuch der Wert 
CO, t—@ 
Os i—d+cé 
also eine Zahl 1 gefunden. Deshalb halten Dehérain und Maquenne den 


Wert der so gefundenen scheinbaren Koeffizienten fiir minimal. Bei den 
Versuchen, die im nachstehenden ausgefiihrt werden, besonders bei den 
Versuchen mit den Blattern von Vitis riparia, waren die Umstiénde so 
gewahit, da®B der Einflu§{ des Absorptionskoeffizienten c und des Ver- 
haltnisses der Fiillung 6 praktisch als Null angenommen werden kénnen. 
Diinne, nicht fleischige Blatter der angefiihrten Pflamzenart wurden nur zu 
zweien in die Rezipienten von etwa 3 Liter Inhalt gebracht und die Versuche 
so arrangiert, daB der Unterschied in dem Prozentgehalt von CO, in der 
Atinosphire am Anfang und am Ende des Versuchs nicht zu grof} war. 
Die dadurch entstehende gré%ere Fehlerméglichkeit wurde durch eine 
erhéhte Genauigkeit bei den Analysen ausgeglichen. 

Diese st6renden Einfliisse machen sich besonders bei den Versuchen 
in den Eprouvetten geltend. 


24* 
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Die Auswahl des Versuchsmaterials. 


Die Schwierigkeit der Abschatzung absolut gleichmabiger Pflanzenteile 
vor dem Versuch ist der Umstand, welcher die gréten Unregelmabigkeiten 
der Resultate bewirkt. Die Anfangsversuche wurden unter einer gréheren 
Cilasglocke mit ganzen Pflanzen durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden in 
sterilisierten Sand mit einer Naéhrlésung umgesetzt und unter die Glas- 
glocke gebracht. Dieses Verfahren hat sich aber keineswegs bewaéhit. Die 
Kontrollresultate waren untereinander sehr verschieden. CGanze Flieder- 
zweige lieferten in kleineren Rezipienten schon bessere Resultate, besonders 
wenn die Blatter bereits gréber waren. 

Damit die Zweige oder Blatter geniigend Wasser, welches nicht mit 
der umgebenden Atmosphire verbunden ist, zur Verfiigung hatten, wurden 
sie mit einem ParaffinverschluB versehen, welcher sich sehr gut bewahite 
und sich mit Vorteil auch bei anderen Versuchen anwenden lat. An das 
Ende eines Zweiges oder Blattstieles wurde ein Stiick Watte in Form eine 
Birne von 2cm Durchmesser und 3em Lange aufgewickelt, welche dann 
in eine verdiinnte Nahrlésung getaucht wurde. Dann wurde sie in ge- 
schmolzenes, erstarrendes Paraffin (etwa 50°C) so eingetaucht, dal das 
Paraffin auch den nicht eingewickelten Zweigteil beriihrte, hierauf schnell 
in kaltes Wasser getaucht, was etwa dreimal wiederholt wurde. Das Paraffin 
bildet auf der Oberfliche der Watte und am Anfang des herausragenden 
Zweiges eine zusammenhangende Kruste, welche das Wasser vollkommen 
abschlieBt. So versehene Zweige oder Blatter bleiben auch an der Luft 
ebenso lange frisch, als ob sie mit den Enden in Wasser eingetaucht waren. 

Wie die verschiedenen Einfliisse und die Dauer des Versuchs den Koeffi- 
zienten andern kénnen, zeigt der Versuch, welcher vom 15. bis 18. Marz 
mit Apfeln ausgefiihrt wurde. 

426,58 g gesunder Apfel von 518 cem Volumen und 62,54 g Trocken- 
substanz wurden in einen Rezipienten von 3240 cem Inhalt gelegt, durch 
welchen kohlendioxydfreie Luft hindurchgetrieben wurde. Nach 24 Stunden 
wurde eine Probe der inneren Atmosphiéire entnommen, dann wiederum 
kohlendioxydfreie Luft durch den Rezipienten hindurchgetrieben und det 
ganze Versuch noch zweimal wiederholt. Die Durchschnittstemperatut 
betrug 22,8°C. 





Datum mer < — 7 7 
16. IIT. 24 0,97 
17. UII. 48 1,01 
18. TIL. 72 1.12 


Wie ersichtlich ist. wird die Verschiedenheit der Resultate durch die 
grobe ,,densité de chargement, durch die Absorption des CO, und die 
lange Dauer des Versuchs verursacht. Die Bestimmung und Paralysierung 
dieser Einfliisse ist unmdéglich. 

Zu den Versuchen waren gleichmalige Blatter ausgesucht worden, 
soweit sich ihre GleichmaBigkeit abschatzen laBt, und zwar das vierte bis 
fiinfte Blatt von der wachsenden Zweigspitze, von gleichmabiger, gesunder, 
griiner Farbe, von der beschatteten Seite der Pflanze. 


Die gepfliickten Blatter (oder Zweige) wurden mit ihren Enden sofort 
in Wasser getaucht und unmittelbar danach zu dem Versuch benutzt. 
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Nach der Beendigung des Versuchs wurden sie gewogen und ihre Trocken- 
substanz (durch dreistiindiges Trocknen bei 105°C) bestimmt. Bei einigen 
Versuchen wurde nach dem Wagen auch die Blattflache durch Kopieren 
auf gleichmaBiges Papier und durch Wagen der ausgeschnittenen und 
getrockneten Kopien bestimmt. Die Resultate werden auf 10g Trocken- 
substanz berechnet. Die Blatter wurden um etwa 8 Uhr morgens geptliickt, 
also wenn die Assimilation schon einige Stunden im Gange war, wnd zuerst 
zu dem Assimilations- und gleich darauf zu dem Respirationsversuch 


benutzt. 
Die | pparatur. 

Als Rezipient diente in den Anfangsversuchen eime auf einer ge- 
schliffenen Glasplatte autliegende Glasglocke. Die Glocke hatte einen 
Inhalt von 7640 cem und war mit Glasréhren nach Bonnier-Mangin ver- 
sehen. Sie erwies sich aber wegen ihrer Form und ihres zu groben Volumens 








Abb. 1. 
Laboratoriumseinrichtung zu den Respirationsversuchen nach der moditizierten Methode yon 
Bonnier Mangin 
1. Respirationszylinder 2. Pipette zur Entnahme von Gasproben 3. Schale mit Gasproben 
4. Apparat von Bonnier-Mangin mit Thermostaten 5. Wasserbehialter fiir den Therm ten 
6. Behilter fiir abfliefendes Wasser 7. Schale fiir Eprouvetten mit den Absorptionslésungen 
8. Wasserbiirette %. Biirette mit verdiinnter Salpetersiiure 10. Behalter fiir gebrauchte 
Papiere 11. Barometer 12. Thermometet 13. Pipette zur Messung des Zvlindervolumens 


als nicht geeignet, weshalb eine andere Form gewahlit wurde. Alle in dieser 
Arbeit angefiihrten Versuche wurden dann in vier bis sechs Glasrezipienten 
von Walzenform durchgefiihrt. Der Durchinesser betrug 14 en, die Hohe 
19em, der Inhalt 3070 bis 3280 cem. Das Volumen kann in jedem Falle 
durch einfache Extraktion eines bestimmten Gasvolumens und Berechnung 
nach dem Gesetz von Mariotte ermittelt werden. Als vorteilhafter erwies 
sich aber, in allen Rezipienten ein fiir allenal ein gleich groBbes Volumen beizu- 
behalten. Zu diesem Zwecke wurden mit Paraffin verschlossene Flaschchen 
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von entsprechend groBem Volumen in die Rezipienten eingelegt, so da den 
Blattern bei allen Versuchen in jedem Rezipienten immer dasselbe Volumen 
der Atmosphare zur Verfiigung blieb (2800 ccm) (siehe Abb. 2). 





Abb. 2 
Respirationszylinder bei dem Versuch mit Fliedet 


An den glasgeschliffenen Rand des Rezipienten (Abb. 3) liegt eine 
in der Mitte durchbohrte Glasplatte an, die durch drei mit Schrauben 
versehene Klammern fest an den Rezipienten angeschraubt werden kann. 
Vor dem SchlieBen wird der Rand mit einer ziemlich starken Schicht 
Vaseline iiberzogen. Durch den dreimal gebohrten, in der mittleren Offnung 
der Glasplatte eingesetzten Kautschukpfropfen fiihren zwei T-Réhren mit 
je zwei Glashahnen hindurch. Eine endet gleich unterhalb des Pfropfens, die 





Abb. 3. 
Respirationszylinder, verbunden mit der Pipette zur Entnahme von Gasprobet 


andere ist zweimal im rechten Winkel gebogen, geht langs der Rezipienten- 
wand und endet beim Boden.,Am Ende der einen Réhre ist das Manometer 
angebracht. In die dritte Offnung des Pfropfens ist ein genaues Thermo- 
meter mit langem Stiel eingesetzt. der kugelf6rmig ungefahr in der Mitte 
des inneren Raumes endet. Bei den Versuchen mit aufgespannten Blattern 
wurde zu der zum Boden fiihrenden Glasréhre noch eine andere an beiden 
Enden zugeschmolzene Glasréhre angebracht, welche symmetrisch langs 
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der gegeniiberliegenden Wand zum Boden des Rezipienten fiihrt. Beide 
Roéhren sind durch ein diinnes Netz aus diinnen Kupferdrahten verbunden, 
an das die Blatter so befestigt werden, dal sie die ganze Fliche des Netzes 
méglichst ausfiillen, wobei aber ihre Rander nicht tibereinanderkommen 
diirfen. 

Auf Grund unserer Erfahrungen kénnen als besser geeignet fiir Aahnliche 
Versuche GefaBe mit elliptischem oder rechteckigem Grundrif von einem 
Basisausmals 8 x 15em und von der Héhe 20cm empfohlen werden. 

Bei den Assimilationsversuchen ist es nétig, den Rezipienten mit 
einer Atmosphare von héherem CO,-Gehalt zu fiillen. Dieser wurde auf 
3 bis 4%, bei den hier angefiihrten Versuchen auf 4°, gebracht. Aus eine 
Bombe wurde das Kohlendioxyd unter einen umgestiirzten mit Wasser 
gefiillten Glaszylinder, welcher sich in einer mit Wasser gefiillten NSchale 
befand, geleitet. Von dem Boden des Zylinders fiihrt ein Gummischlauch 
mit einem Quetschhahn. Aus dem Respirationszylinder wird die Luft 
etwas ausgepumpt, dann wird der Respirationszylinder mit dem Gummi- 
schlauch verbunden. Durch Offnen des Quetschhahnes kann eine ab- 
gemessene Menge Kohlendioxyd in den Respirationszylinder eingelassen 
werden. Die genaue Zusammensetzung der Atmosphare wird dann nattirlich 
mittels Analyse festgestellt. 

Zu der Probeentnahme des Gases wurde die Gaspipette von Bonnier 
und Mangin verwendet, bei welcher aber, sowie auch bei den Respirations- 
zylindern, die schadlichen Raéume bedeutend verkleinert wurden. 


Die Pipette besteht aus zwei GefaiBen von etwa 100 ccm Inhalt, deren 
untere Enden durch einen dickwandigen Gummischlauch verbunden 
und welche mit reinem Quecksilber gefiillt sind (s. Abb. 3). Das eine (4) 
verlangert sich oben zu einem Rohr (1), welches rechtwinklig abzweigt. 
Der horizontale Zweig (2) ist in der Mitte schrag abgebogen und fiilrt 
unter das Quecksilber in der Schale (3), unter dessen Oberflache das Rohr 
kurz nach oben gebogen und verengt endet. Bei der Abzweigung ist ein 
Dreiweghahn angebracht. Durch entsprechende Drehung desselben und 
durch Senken des zweiten GefaBes (B) wird das Gas aus dem Innern des 
mit dem vertikalen Zweige 1 verbundenen Respirationszylinders in das 
GefaB <A eingesaugt. Durch schnelles Heben und Senken des GefaBes B 
geht das Gas in den Respirationszylinder zuriick und wird von neuem 
schnell eingesaugt, wodurch es durchgemischt wird. Das Gefal A wird 
dann ungefahr zur Halfte mit Gas gefiillt gelassen und der Hahn so gedreht, 
daB das GefaiB mit dem horizontalen Zweige 2 in Verbindung ist, an dessen 
Ende unter dem Quecksilber eine umgekehrte, mit Quecksilber gefiillte 
Eprouvette angesetzt wird. Durch langsames Heben des GefiBes geht 
das Gas unter die Eprouvette, mit welcher es dann in den Apparat zur 
Analyse iibertragen wird. 

Zum Aufbewahren von Gasproben eignen sich am besten Kprouvetten 
von 1 em Durchmesser und 5 cm Linge, welche mit dem Finger verschlossen 
in die Schale mit Quecksilber (3, Abb. 3) gebracht werden, an deren Rand 
geeignete Metallklammern angebracht sind, welche die Eprouvetten bis 
zur Analyse mit der Offnung unter dem Quecksilber halten. 


Von da werden sie dann in den Apparat zur Analyse iibertragen. Die 
Analysen wurden mit der letzten Modifikation des Apparats zur Gas- 
mikroanalyse von Bonnier und Mangin, welcher aus dem Apparat von 
Leclerc entstanden ist, ausgefiihrt. 
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Die Manipulation mit dem Apparat beschreiben Korinek, Aubert, 
Abderhalden, Grafe. Weil es aber nicht méglich war, nach diesen Be- 
schreibungen genaue Analysenresultate zu erzielen, halten wir es fiir vorteil- 
haft, hier zu beschreiben, wie man die Fehler auf ein Minimum beschranken 
kann, was denen, welche mit dem Apparat arbeiten werden, eine lange 
Zeit mtthsamen Einiibens ersparen kann. Mit dem Apparat wurden von 
uns etwa 600 Analysen durchwegs des Gemisches von CO,, O, und N, 
ausgefihrt. Mit anderen Absorptionsstoffen kann man auch andere Gas- 
gemische analysieren. 

Der Grundbestandteil des Apparats ist eine dickwandige Kapillare, 
welche viermal im rechten Winkel gebogen ist. Ein Ende geht durch den 
Boden der Kiivette C (Abb. 4), die oben stark erweitert ist, das zweite 
Knde, init einer Erweiterung versehen, ist an einem Metallstiick befestigt 





Abb. 4, 
Moditizierter Apparat Bonnier-Mangin 


welches mit Schrauben an eine hohle Eisenwalze angeschraubt werden 
kann. An der Walze ist ein Rad K angebracht. Durch Umdrehung desselben 
kann mittels einer Schraube eine andere massive kleine Eisenwalze in die 
hohle Eisenwalze hinein- bzw. herausgeschoben werden. Die Kiivette und 
der Eisenkérper sind an einem Holzbrett befestigt. Auf dem wagerechten 
Teil der Kapillare ist ein MaBstab von 0 bis 60 eingezeichnet. Jeder Teil 
ist noch in zehn kleinere Teile eingeteilt. Des genaueren Ablesens wegen 
ist das an einer wagerechten Stange verschiebbare und mit einem Ein- 
schnitt versehene Mikroskop angebracht. Beim Ablesen ist es nétig, auf 
ein Zehntel genau abzuschiitzen. Bei der Fiillung des Apparats mit Queck- 
silber wird durch Rechtsdrehung des Rades die kleine Eisenwalze soweit 
wie méglich aus dem hohlen Zylinder herausgeschoben und die Schraube S, 
welche die hohle Eisenwalze schlieBt, ausgeschraubt. In die Offnung wird 
reines Quecksilber eingegossen, worauf man sie mit der Schraube wieder 
verschilieBt. Durch Linksdrehen des Rades wird die kleine Walze in den 
hohlen Zylinder geschoben, wodurch das Quecksilber in die Kapillare 
gepreBt wird. Nachdem die Kapillare bis zum anderen Ende angefiillt ist, 
wird in die Kiivette so viel Quecksilber gegossen, da’ seine Oberfliche 
sich bei der mittleren Lage der verschiebbaren Eisenwalze in der Héhe 
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der Mitte des horizontalen Teiles der Kapillare befindet. Das Ende der 
Kapillare ist etwa 1 cm unter der Oberflaiche des Quecksilbers. Am Boden 
der Kiivette ist eine Schraube mit einer hohlen Achse angebracht. Durch 
Lockern der Schraube kann das Quecksilber aus der Kiivette ausgelassen 
werden. 

Zu der Analyse ist konzentrierte Lésung von Kaliumhydroxyd und 
konzentrierte alkalische Pyrogallollésung notwendig. Die Lésungen miissen 
sich in Eprouvetten oberhalb des Quecksilbers befinden. Sie werden wie 
folgt bereitet: zwei Eprouvetten derselben Dimensionen wie die fiir die 
Gasproben verwendeten werden mit Quecksilber gefiillt in die Schale mit 
Quecksilber verkehrt eingesetzt und mit Klammern befestigt. In eine 
Eprouvette werden mit Hilfe einer Pinzette mehrere kleine Stiicke frisch 
zerkleinerten reinsten Kaliumhydroxyds und dann mittels einer gebogenen 
Pipette so viel destilliertes Wasser gebracht, daB sich das Hydroxyd lést. 
In die zweite gibt man nur einige Stiicke Kaliumhydroxyd und mittels 
einer anderen gebogenen Pipette frisch vorbereitete, bei, gewéhnlicher 
Temperatur gesittigte Pyrogallollésung. Mit der Hydroxydlésung wird 
CO,, mit Pyrogallollésung O, absorbiert, der Rest ist Ng. 

AuBerdem werden noch am besten in Biiretten HN O,-Lésung in der 
Verditinnung 1:3 und destilliertes Wasser vorbereitet, und zwar fiir jede 
Fliissigkeit eine Eprouvette. Weiter wird feines Filtrierpapier in Streifen 
von etwa 4 12, 1« 12, 2» 3em Ausmab zugeschnitten. 


Die Methodik der Analyse. 

Die verschiebbare Eisenwalze wird in die mittlere Lage eingestellt. 
Die Eprouvette mit der Gasprobe wird unter dem Quecksilber in der Schale 
mit dem Zeigefinger verschlossen in die Kiivette tibertragen und unter 
dem Quecksilberniveau auf das Ende der Kapillare aufgesetzt und so tief 
herabgedriickt, daB das Ende der Kapillare in das Gas hineinreicht. Durch 
Drehen des Rades nach rechts saugt man in die Kapillare so viel Gas, bis 
30 bis 60 Teile gefiillt sind. Dies wird vorher erprobt. In unserem Falle 
wurden immer etwa 34 Teile genommen. Der Grund wird spater beschrieben 
werden. Die weitere Beschreibung betrifft eine Gassaule von 34 Teilen Lange. 

Durch weitere Drehung nach rechts wird die Gasséule in den kalibrierten 
Teil der Kapillare eingefiihrt und so eingestellt, daB der Héhepunkt des 
Meniskus des linken Quecksilberteiles genau mit den Teilen 0 oder 10 
iibereinstimmt (die Lage 1 bis 1’). Man kontrolliert durch Uberpriifung der 
ganzen Kapillare, ob nicht in der Quecksilbersiiule ein Gasblischen ge- 
blieben ist. Dies muB vor jeder Messung vorgenommen werden. Dann 
klopft iman von der Seite stark auf den Metallkérper und stellt aufs neue 
fest, ob die Héhe des Meniskus mit dem betreffenden Teile tibereinstimmt. 
Hierauf verschiebt man die Lupe an das rechte Ende der Gassiéule und 
liest die genaue Linge derselben ab. Sodann wird die Messung wiederholt?. 
Durch langsames Drehen nach links wird die Gasséiule so weit hinaus- 
gepreBbt, daB ihr rechtes Hnde bis in den durch die Kiivette gehenden 
Kapillarteri kommt (natiirlich vorsichtig, damit nicht ein Teil des Gases 


' Auf der Kapillarwand bleiben naémlich manchmal kleine, von der 
Gassiule abgeteilte Gasteilchen haften, welche so der ersten Messung 
entgehen kénnten. Bei der Absorption von CQ, wiirden sie sich mit der 
Gassiiule wieder verbinden und den Gehalt von CO, vermindern. 
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herausgedriickt wird), worauf sie wieder in die Lage 1 bis l’ zuriickgedrangt 
und von neueim abgemessen wird. Wenn die erste und zweite Messung 
iibereinstimmen, wird das Resultat als Anfangsvolumen des Gases (z. B. 34,52 
verzeichnet. 

Absorption von CO,. Die gemessene Gassiule wird so weit hinaus- 
geprebt, dab ihr rechtes Ende in die Mitte des vertikalen Kapillarteiles 
(die Lage 2 bis 2) kommt. In die Kiivette wird die Eprouvette mit det 
Kaliumhydroxydlésung tibertragen, auf das Kapillarende aufgesetzt und 
so weit eingeftihrt, bis das Kapillarende eben in die Lésung hineinragt. 
(Zu tief hineinzudriicken ist nicht empfehlenswert, weil sich die auberen 
Kapillarwande dann schwer reinigen lassen.) Durch eine kleine Umdrehung 
wird eine 6 bis 10mm lange Saule von Hydroxydlésung aufgesaugt (was 
an der Bewegung des Endes der Gassiule sichtbar ist). Die Eprouvette 
mit der Hydroxydlésung wird in die Schale zuriickgebracht. Durch lang 
saines Drehen nach rechts wird die Hydroxydlésung bis etwa 2 cm unte 
die obere Biegung der Kapillare (3) eingefiihrt. Durch schnelles Drehen 
nach rechts wird das Gas so weit hinausgedriickt, dab sein linkes Ende 
den Platz erreicht, wo die Hydroxydlésungssiule sich befunden hatte 
(Lage 3 bis 3’). Durch schnelle Bewegung verteilt sich die Hydroxydséul 
an den Wanden der Kapillare an den “tellen, wo sich jetzt das Gas befindet, 
und es geht die Absorption von CO, vor sich. Nach 2 Minuten Ruhe wird 
Ik 


die von CO, befreite Gassaiule durch sehr schnelles Drehen nach rechts 
die Lage 1 bis |’ gebracht, und man wartet so lange, bis die Reste de) 
Hydroxydlésung aus dem vertikalen Kapillarteil emporsteigen und in de: 
oberen Biegung der Kapillare eine zusammenhangende Saule bilden. Dies« 
Saéule wird dann durch sehr langsames Drehen nach links hinausgeprebt, 
bis sie die Oberflache des Quecksilbers in der Kiivette erreicht. (Das Gas 
in der Lage etwa 3 bis 3’.) Dort wird sie mit einem angefeuchteten Filtrier- 
papier, 23cm, aufgefangen. Da sich auf den Kapillarenden unter dem 
Quecksilber immer ein Tropfen Hydroxydlésung befindet, ist es nétig. 
ihn dadurch zu beseitigen, dal inan dasselbe Papierstiick an das Kapillar- 
ende aufdriickt, ein wenig nach links dreht und das Papierstiick gleich- 
zeitig lockert. (Durch Beriihrung ohne gleichzeitige Linksdrehung kénnte 
sich an der Kapillare ein Luftblischen fangen.) 

Hierauf tiberfiihrt man durch sehr schnelles Drehen nach rechts die 
Gassaule in die Lage 1 bis 1’, mit ihre Lange ab und wiederholt das Hinaus- 
driicken, das Reinigen des Kapillarendes und die Messung. Wenn beide 
Messungen tiberemstimmen, verzeichnet man die Lange der Saule (z. B. 
31,94), stimmen sie nicht tiberein, wird das Hinauspressen wiederholt. 

Die Absorption des O, mit der Pyrogallollésung wird auf dieselbe Weise 
ausgefiihrt (Saéaulenlinge z. B. 26,03). 

Das Hinausdriicken der tibriggebliebenen Mengen Absorptionsstoffe 
ist unbedingt nétig. Das Quecksilber mul auf beiden Seiten von den 
Gassiulenenden in ununterbrochenem Zusammenhang sein, weil jede 
Unterbrechung (durch Fliissigkeit oder Gas) die Lange der Gassiéule andert. 
besonders die dichten Absorptionslésungen machen infolge ihrer ver 
schiedenen Adhasion die Analysenresultate ganz unbrauchbar. Der Kapillar- 
teil, in dem die Messung ausgefitihrt wird, mul fortdauernd trocken ge 
halten werden. Das an den Wanden haftende Wasser verlangert die Lange 
der Gassiule und macht das Ablesen unmdéglich, indem es sich an den 
Menisken sammelt. Besonders durch die Absorptionslésungen darf diese1 
Teil der Kapillare nicht verunreinigt sein. Das wird durch die beschriebene 
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langsame und schnelle Bewegung des Gases in der Kapillare ermdéglicht, 
was man freilich mit einer gréBeren Anzahl bedeutungsloser Analysen 
vorher eintiben mu. Durch langsames Drehen driickt das Quecksilber 
die Fliissigkeit vor sich, bei schneller Bewegung bleibt die Fliissigkeit am 
Ort, wahrend das Quecksilber vorbeigeht, sich ohne sie weiter bewegt. 
Die gefundenen Zahlen bedeuten : 
34,52 das zu der Analyse genommene Volumen 
des urspriinglichen Gases, 

31,94 das Gasvolumen ohne CQOx,, 

26,03 das Gasvolumen ohne CO, und QO,, d.h. Ng; 
von 34,52 Teilen sind also 2,58 Teile CO,, 5,91 Teile O, und 26,03 Teile Ng, 
woraus man leicht die prozentuale Zusammensetzung berechnet. Die 
Analyse eines Musters mu’ man immer wenigstens zweimal durchfiihren. 
Wenn sich die Resultate nicht mehr als um 0,06 °, unterscheiden, sind sie 
richtig. Wenn sie sich um mehr unterscheiden, sind irgendwo an der Wand 
der Kapillare bei der Analyse Gasblischen haften geblieben, und es ist 
nétig, die Analyse zu wiederholen. 

Laut Literatur dauert eine Analyse einige Minuten, ufid man braucht 
infolgedessen keine Riicksicht auf den barometrischen Drjick zu nehmen. 
Wirklich andert sich der barometrische Druck in der Rpgel im Verlauf 
emer Analyse nicht, die Temperatur in der Kapillare dagegen wie beob- 
achtet wurde aindert sich wahrend der Analyse mit einer bedeutenden 
Cieschwindigkeit. Sie kann infolge der Erwairmung bei der Absorption, 
weiter der Reibung des Quecksilbers an den Kapillarwanden und durch den 
Atem und die Nahe des Kérpers beim Ablesen mit der Lupe von der Zimmer- 
temperatur um 8 bis 10°C steigen. Durch diese Temperaturanderungen 
wird nicht nur das Gasvolumen, sondern auch besonders die Kapazitat 
der Kapillare geaindert. Deswegen ist es nétig, die Temperatur zu regeln, 
besonders wenn eine gréBere Anzahl Analysen ununterbrochen ausgefiihrt 
wird. Zu diesem Zwecke wurde ein ve"schiebbarer Thermostat konstruiert, 
welcher an die Kapillare anmontiert wurde (7 in Abb. 4). Der Thermo- 
stat ist aus Kupferblech hergestellt, hat ein U-férmiges Profil mit doppelten, 
oben verbundenen Wanden von einer duBeren Breite von etwa 3,5 em und 
inneren Breite von etwa lcm, entsprechend der Starke der Kapillare, unc 
ist so lang, dali er ungefahr 33 Teilchen einschliebt. Er ist mit eimem Wasser- 
zulauf und -ablauf versehen. In der Mitte ist ein Thermometer eingesetzt., 
welches bis zu der der Kapillare benachbarten Wand reicht. Oben ist det 
Thermostat mit einer rechteckigen, mit Paraffin verbundenen Glasplatte 
verschlossen, so dali der Raum um die Kapillare vollkommen abgeschlossen 
ist. Das Ganze ist in einen dicken Wollstoff eingehiillt, welcher sich ober- 
halb der Glasplatte 6ffnen labt, so das inan die Kapillare auch im Thermo- 
staten tiberblicken kann. Auferdem ist der Thermostat verschiebbar, um 
das Kontrollieren der Kapillare nicht zu hindern. Durch Einlassen von 
warmem oder kaltem Wasser kann die Temperatur der Kapillare reguliert 
werden. Unvorteilhaft ist, da nicht die ganze Kapillare mit dem Thermo- 
staten bedeckt ist, so daf man zur Analyse eine kleineres Gasvolumen 
nehmen mu, in unserem Falle etwa 34 Teile. 


Wenn man nur zeitweise analysiert, ist der Thermostat nicht not- 
wendig, und man kann 50 bis 60 Teile des Gases verwenden. Die Erweiterung 
der Kapillare verhindert dann das Eindringen des Gases in den Metall- 
zylinder. Nach jeder Analyse folgt das Reinigen und Trocknen der Kapillare. 
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Mit einem angefeuchteten Filtrierpapier (2» 3 cm) werden die auberen 
Wande des Kapillarendes gereinigt. Die Eprouvette mit verdiinntem H N O, 
wird etwas tiefer eingesetzt (um weiter zu reichen, als die Absorptionsstoffe 
die Kapillare verunreinigt haben), und die Saéure wird dann langsam bis 
ungefahr zu 1’ eingezogen, worauf sie durch langsames Zuriickdrehen in 
die Eprouvette zuriickgetrieben wird. Man wischt mit trockenein Filtrier- 
papier (4 12 em) die Saurereste von der Quecksilberoberflache und reinigt 
die Kapillare unter dem Quecksilber. Dasselbe wiederholt man mit 
destilliertemn Wasser. Das Trocknen der Kapillare geschieht durch rasches 
Einsaugen kurzer, mit Quecksilber unterbrochener Luftsaulehen, welche 
dann langsain hinausgetrieben werden. Der linke Zeigefinger wird mit 
einem Streifen (1 > 12 em) Filtrierpapier iberzogen und an das Kapillarende 
angedriickt. Dann werden durch rasches Zudriicken und Lockern des 
Zeigefingers und sehr schnelle Rechtsdrehung mdéglichst kurze und dicht 
aufeianderfolgende Luftséulchen bis zur Kapillarerweiterung eingesogen. 
(Es ist nétig, diesen Vorgang gut einzuiiben, denn sonst wird das Wasser 
an den linken Teil der Kapillare verschleppt, von wo es sich schwer ent- 
fernen lat, anstatt dal’ das Wasser an seiner Stelle bleibt und sich nu 
das Quecksilber bewegt.) Dann wird sehr langsam so lange nach links 
gedreht, bis das linke Saiulenende sich dem Anfang des vertikalen Kapillar- 
endes nahert, worauf von neuem sehr schnell nach rechts in die vorher- 
gehende Lage und dann wieder langsam zurtickgedreht wird. Dasselbe 
wird noch zweimal wiederholt. Zum dritten Male werden die Saéulchen 
aus der Kapillare hinausgetrieben, die an die Oberfliche des Quecksilbers 
emporgestiegenen Wassertropfen werden aufgesaugt und das Kapillarende 
getrocknet. Den ganzen Trocknungsvorgang wiederholt man noch zweimal, 
woraut die Eisenwalze in die mittlere Lage gebracht und ein Tropfen Queck- 
silber zugegossen wird, das wir mit den Eprouvetten mit der Gasprobe, 
dem Hydroxyd und Pyrogallol entnommen haben. (Das Quecksilberniveau 
in der Kiivette mu stets in der Héhe der Mitte der Kapillare sein.) Man 
kontrolliert weiter, ob in der Kapillare nicht ein Luftblaschen geblieben ist. 
Die Kapillare kann man nicht absolut austrocknen, was aber von Nutzen 
ist, weil dadurch eine konstante Wasserdampftension in dem gemessenen 
Gas beibehalten wird, welche sich durch die konzentrierten Absorptions- 
lésungen andert. 

Eine Analyse mit Reinigung dauert nach langerer Ubung etwa 
24 Minuten. 

Auf diese Weise lassen sich die Fehler bis auf + 0,03 °, (des ganzen 
Volumens) reduzieren. Die Resultate entsprechen der gravimetrischen 
Kontrolle. Gewéhnlich wird von dem Apparat behauptet, dab er zu sehi 
genauen, auf einfache Weise durchfiihrbaren Analysen von Casgemischen 
geeignet ist. 

Von Vorteil ist, dali zur Analyse ein sehr kleines Gasvolumen geniigt 
(aut 60 Teilchen etwa 0,4 ccm), so df man nach der Gasprobeentnahimne 
nach einer entsprechenden Korrektur die Versuche fortsetzen kann. 


Als Nachteil des Apparats kann man den groben Quecksilberverbrauch 
(die Pipette zur Gasprobeentnahme mit Schale, die Schale mit den Gas- 
proben, die Schale mit den Absorptionslésungen, der Apparat selbst), 
welcher 9 bis 10 kg ausmacht, betrachten. Das Quecksilber mu man seh: 
rein halten und dabei noch oft reinigen, denn sonst reibt das Queck- 
silber in der Kapillare und macht das Messen unméglich. Das Arbeiten 
mit dem Apparat bei einer gréBeren Analysenanzahl ist anstrengend und 
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sehr ungesund, da man die Finger sténdig in Quecksilber, Absorptions- 
l6sungen und Séuren eintauchen muB. Das Quecksilber wird auch bei det 
gréBten Vorsicht verspritzt, so dab die Atmosphare des Arbeitsraumes 
im ner Quecksilberdimpfe enthalt. 

Diesen Umstiéinden will der Apparat von Polovcov- Richter abheltfen, 
bei welchem die Messung in einer temperierten Kapillare stattfindet, die 


Absorption in besonderen kleinen Pipetten. Seme Fehler gibt Palladin 
mit 0,15°, CO, und 0,1 °% Oy, an. 

Die Ausfiithrung der Versuche. Zuerst wurde die grobe Assimilation 
bei Licht, dann durch Fortsetzung des Versuchs unter gleicher Temperatur 
im Dunkeln die Respiration bestimmt. Aus dem Unterschied wurde dann 


die reine Assimilation berechnet. Die Methoden, welche ,,die Chlorophyll- 
funktion von der Respiration zu trennen gestatten’’, haben Bonnier und 
Mangin ausgearbeitet. 

l. Die nacheinanderfolgende Einwitkung von Licht und Dunkel. Die 
Pflanzen werden eine gewisse Zeit in geschlossenen Rezipienten iin Dunkeln 
gelassen, dann dieselbe Zeit bei derselben Temperatur im Lichte. Der 
Unterschied in der Zusammensetzung des Gases am SchluB des Versuchs 
im Dunkeln und im Lichte gibt die reine Assimilation. Der Respirations- 
koeffizient wird durch das Licht nicht beeinfluBt, die Respirationsintensitat 
nur unbedeutend. 

2. Die Einstellung der Assimilation durch ein Anasthetikum und 
Bestimmung der Respiration im Lichte. 

3. Die Absorption des ausgeatmeten (QO, im Lichte, welche sich aut 
die Versuche von Saussure stiitzt. 

4. Der Vergleich des Gasaustausches der verschiedenen griinen Blatter. 
Am haufigsten wird die erste Methode benutzt. die auch Woéilstdtter an- 
gewendet hat und bei welcher die reine Assinilation die Funktion ein 
und desselben Blattes ist. was bei den anderen Methoden nicht der Fall ist, 
da man zwei ganz gleiche Blatter zu einen Versuch braucht. Das Aussuchen 
von zwei ganz gleichen Blattern ist eigentlich unmdédglich. 

Der Vorgang bei den Versuchen war also umgekehrt gegenitiber dei 
von Bonnier und Mangin: zuerst fand die Assi:nilation und dann die 
Respiration statt. Nachdein die Rezipienten und alle anderen Hilfsmittel 
vorbereitet worden waren, wurden um etwa 8 Uhr frith die bereits aus- 
gesuchten, womdglich gleichen Blatter gepfliickt und init ihrem Blattstiel 
gleich ins Wasser getaucht und dann zu zweit auf das Drahtnetz des Rezi- 
pienten autgespannt. Die Wande der Rezipienten, deren Inhalt vorher 
ausgeglichen und bestimmt wurde und in welche mit Ausnahme von ein 
bis zwei Rezipienten (Kontrolle) die radioaktiven Praparate eingelegt 
wurden, wurden unterdessen mit in Wasser getauchter Watte bestrichen. 
Nach dem SchlieBen der Rezipienten wurde das gewiinschte CO,-Volumen 
eingelassen und die einzelnen Rezipienten init der Pipette zur Casprobe- 
entnahme verbunden. Nach dem Mischen des Gases wurde die Probe 
entnommen. Dann wurden die Rezipienten dem zerstreuten Sonnenlicht 
ausgesetzt!. Die Temperatur, welche verzeichnet wurde, hielt sich in allen 
Rezipienten gleich und schwankte gewéhnlich um 2 bis 3° C. 

Nach 6 bis 8 Stunden (bis man eine geniigende Verainderung der Zu- 
sammensetzung der inneren Atmosphire erwarten konnte) wurden neue 


! Das direkte Sonnenlicht hat sich nicht bewihrt, da die Temperatur 
zu sehr stieg und schwankte. 
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Gasproben entnommen und die Rezipienten in einen gegen Licht ab- 
geschlossenen und auf die Durchschnittstemperatur des Lichtversuchs 
temperierten Thermostaten gebracht. Nach 10 bis 12 Stunden wurde die 
dritte Gasprobe entnommen. Dann wurden die Rezipienten geéffnet, die 
Blatter gewogen, ihre Trockensubstanz und eventuell ihre Flache bestimmt. 

Bei den Versuchen wurde méglichst groBe GleichmaBigkeit gewahrt, 
so daB sich die Resultate ein und desselben Versuchs untereinande: 
absolut vergleichen lassen. Die einzelnen Versuche lassen sich gegenseitig 
nur auf Grund des Verhaltnisses zu den Resultaten ihrer Kontrol! 
rezipienten vergleichen, da wechselndes Tageslicht angewendet wurd: 
und auch die Temperatur nicht bei allen Experimenten die gleiche wa: 
Die innere Atmosphaére war immer mit Wasserdampf gesattigt. 


Wenn die ausgewechselten Gasvolumina nicht vd6llig gleich sind, 
andert sich bei dem Versuch in verschlossener Atmosphare der Partialdruck 
des Stickstoffs, denn es andert sich auch das Gesamtvolumen der Atinosphiare, 
wahrend aber das Stickstoffvolumen gleichbleibt, worauf man bei der 
Berechnung Riicksicht nehmen mul}. Die Berechnungen, bei welchen 
diese Veranderung nicht beriicksichtigt wird, sind nicht richtig, da det 
Koeffizient 1 ausfallen miibte. 


Bei diesen Versuchen, bei denen auch die Intensitaét verglichen wurde, 
wurde das Volumen der Atmosphire nach dem Versuch durch direkte 
Umrechnung aus dein Anfangs- und Schlubstickstoffvolumen berechnet. 
(Z. B. Anfangsvolumen 2544 ccm, wovon 1940,7lccem Nog. Nach dem 
Versuch wies die Analyse in 67,77 Teilen 51,53 Teile Stickstoff aut. Das 
1940,71 67,77 = 2547,47ccm.) Die 
515 
CQ,- und O,-Volumen wurden dann aus diesen Volumen berechnet, so dab 
direktes Subtrahieren méglich wurde. Die Koeffizienten wurden dann 
durch Dividieren des CO,-Volumens durch das O,-Volumen, und zwat 
bei der Respiration sowie auch bei der Assimilation berechnet. 


Volumen nach dem} Versuch ist also 


Leider ist die Empfindlichkeit der Methode der geschlossenen Atmo- 
sphare zu gering, um Schliisse zu ziehen, wie dies Warburg mit seiner Methode 
mit reiner Algenkultur getan hat. 


Radioaktive Prdparate. A. haufigsten wurden fein gemmahlene Joachims- 
thaler Erzlaugeriickstande angewendet. Bei den Versuchen mit Emanation 
und allen drei Strahlenarten wurde das fein gemahlene Erz in diimne1 
Schicht auf offene Schalen gelegt, bei den Versuchen mit /- und y-Strahlen 
wurde dasselbe Erz in etwa 0,5 mm starkes Glas eingeschmolzen, bei den 
y-Strahlen wurde das in Glas eingeschmolzene Préaparat noch in eine Blei- 
dose mit 4min starken Wanden eingeschlossen. 

Die Lonisationsintensitaét der Strahlung von 1g Erzlaugeriickstanden 
in der ILonisationskammer eines Schmidtschen Elektrometers bei des 
Spannung des Sattigungsstromes betrug: 


lg in offener Schale . 90 ME. 3,27 . 10-5 mCu! = 32760 .10°%¢ Ra 

Yo ae ee ae §,46.10°° ,, 54,6 .10°*, ,, 

lg in Glas und Blei. :& Se «ae : 7,28.10"¢ ,, 
l g Erzlaugeriickstand enthalt 3,45. 10°7 g = 0,000345 mg Ra. 


'mCu Milli-Curie. 




















~~ 
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Bei einem Versuch wurde auch die Emanation aus einer Radium- 
chloridlésung angewendet. Als starke Dosen wurden zugeschmolzene 
Radium-,,Nadeln** mit komprimierter Emanation, wie sie zu Heilzwecken 
verwendet werden, in die Rezipienten eingelegt. 


Die Versuchsresultate. 


Bei der Anlage der Versuche wurde darauf geachtet, zuerst die 
Gesamttendenz, dann die Wirkung der wachsenden Dosis zu bestimmen. 
Es wurden die Gaswechselverinderungen bei unmittelbarer Bestrahlung 
und bei Bestrahlung von einer Dauer von 7 bis 10 Tagen festgestellt. Auber 
dem wurden noch Vegetationsversuche durchgefiihrt. 


Versuche in Re ziprenten. 
y-Strahlen. 


Versuch 1 (Syringa vulgaris, 27. Mai). In zwei Rezipienten wurden je 
zwei griine Zweige mit teilweise entwickelten Blattern eingelegt (Trocken- 
substanz 1.1896 und 1,1365¢), welche mit Paraffinverschliissen versehen 
waren. Nach 6sttindiger Assimilation folgte 16stiindige Respiration. 
CO,-Gehalt: 4°. Durehschnittstemperatur: 21,5°C. Dosis: 200g Erz- 
laugeriickstande in Glas und Blei. 

Umgerechnet auf 6 Stunden und 10g Trockensubstanz. Die Volumina 
wurden auf 0°C und einen Barometerstand von 760mm reduziert und 
in Kubikzentimetermnm ausgedriickt (siehe Tabelle I). 


Tabelle I. 





Dosis Grobe * 3 ee es eves 

Erzlaugeriickstinde Assimilation Respiration Reine Assimilation 
: { CO, 91,3 121.4 9 on op n 

) > 4 poe » VU; 6 Y 
Kontrolle 0, 76.3 139.7 ( O16 ( 

’ 928 101.1 a 293.9 

900 CO, 192, ~ 0.75 rode 2 
200 ¢ \ Os 160.8 89 949 ox8.g 102 


Wie ersichtlich ist, nahm durch Einwirkung der Dosis von 200 g¢ Erz- 
laugeriickstanden in Glas und Blei die Atmungsintensitaét ab. Der Respira- 
tionskoeffizient betragt 0,79 gegentiber dem Normalkoeffizienten 0,87. 
Die Assimilationsintensitat stieg, aber der Koeffizient der reinen Assimilation 


CO,/O, 1,02 1 blieb der gleiche wie bei den Kontrollrezipienten 
0,99 a Die Unterschiede in der Respirations- und _ Assimilations 


intensitat sind in der Tabelle IL angefiihrt, und zwar in Kubikzentimetern 
des verbrauchten oder ausgeschiedenen C Og. 


Tabelle II. 





Der Unterschied in der Der Unterschied in der 
Dosis Erzlaugeriickstiinde Respiration Assimilatior 
teem) (cem) 
Kontrolle . ; ae 0) 0 
200g .. : Es ( 20.3) 16.72 §1.2) 38.18 


Versuch 2 (Vitis riparia, 12. Juli). Auf dem Drahtnetz der Rezipienten 
wurden je zwei Blatter (0,66 bis 0,62 g Trockensubstanz) aufgespannt. 
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Der Vorgang des Versuchs und der Gehalt an CO, war der gleiche wie in 
dem vorhergehenden Versuch. Durchschnittstemperatur: 26,46° C. 
Dosen: 2¢ Erzlaugeriickstande in Glas und Blei, 
20g 
200 ¢ oo “— on 9 
,Nadel** von einer Intensitét der y-Strahlen von 15 mCu in Blei 
eingeschlossen. 
Umgerechnet auf 6 Stunden und 10 g Trockensubstanz. Die Volumina 
reduziert auf 0° C und 760mm (siehe Tabelle IIT). 


Tabelle IIl. 





en... Ln a... Respiration Reine Assimilation 
Kontrolle | i aie aa 1,11 toes 1,01 
2e-----{) oO | Seay | i487 O87 = Spa 099 
20 g Ta | sae 1432 0.84 939101 
200g | Oy) | ria | aga O82 go's 41 
15 moe EeEm | 0," 6468 124'1 0,78 rg 0.99 


Die Respirationsintensitat nimmt mit steigender Dosis der y-Strahlen 
ab, ebenso auch der Respirationskoeffizient. Im Gegensatz hierzu wird 
die Intensitat der Assi nilation durch die Bestrahlung gesteigert, und zwat 
an intensivsten bei der Dosis von 20g Erzlaugeriickstaénden in Glas und 
Blei. Auch die sehr starke Dosis (15 mCu) erniedrigt nicht die Assimilations- 
intensitat. Da gleichzeitig mit der Erhéhung der Assimilation die Er- 
niedrigung der Respiration stattfindet, sind die Unterschiede besonders 
in den Werte der groben Assi-nilation erkennbar. Durch steigende Dosen 
wird ‘aber gleichzeitig die Abnahme des Respirationskoeffizienten verursacht, 
welcher tiberhaupt bei den bestrahlten Blattern von dem der normalen 
Blatter stark abweicht. Der Koeffizient der reinen Assimilation bleibt 
stets 1. (Die Abweichungen sind durch die Fehler der Methode gegeben; 
weil die reine Assi-nilation aus der groben Assimilation und Respiration 
berechnet wird, kommen die Fehler zweimal zur Geltung.) 

Die Unterschiede in der Respirations- und Assimilationsintensitat sind 
aus der Tabelle IV ersichtlich. 





Tabelle IV. 





Deste Mesisamer@chettade Respirationsunterschied Assimilationsunterschied 
(eem) (cem) 
Kontrolle 0 0 
; ee eae ee (— 61,0) 32,26 % (+- 217,7) 29,39 %, 
) eer Bie ate (— 68.7) — 36,33 % (+ 257,9) 34,02 ° 
SE oe ag ee at a ig (— 80,3) 42.46 % (+ 118,0) 15,93 % 
Nadel mit 15 mCu Ra Em (— 91,9) 48.60 ° ( 19.0) 2,57 ° 
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Versuch 3 (Vitis riparis, 5. bis 12. September). Zu den ausgesuchten 
Blattern, welche auf der Pflanze belassen wurden, wurden am 5. September 
die betreffenden Dosen befestigt. Nach Verlauf von 7 Tagen wurden die 
Blatter gepfliickt und mit den Dosen zu den Versuchen benutzt. 

Der Vorgang des Versuchs und der Gehalt an CO, wie in dem vorher- 
gehenden Versuch. Durchschnittstemperatur: 21,14°C. 

Dosen: 2g Erzlaugeriickstande in Glas und Blei 
20 ¢ 
200 g 

Umgerechnet auf 6 Stunden und 10g Trockensubstanz. 

Die Volumina reduziert auf 0°C und auf 760mm (siehe ‘Tabelle V 
und VI). Die durch siebentagige Bestrahlung bewirkten Abweichungen 
bewegen sich in derselben Richtung wie bei der unmittelbaren Bestrahlunge. 
[Ihre Quantitaét und Qualitaét sind jedoch geringer. Trotzdem aber bleibt 
der Respirationskoeffizient gegeniiber dem normalen noch bedeutend 
zurick. Der Koeffizient der reinen Assimilation halt sich bestandig a 


T abe lle Vy. 





Dosis Grobe R tration Reine 
> . respiratio 
Erzlaugeriickstande Assimilation I Assimilation 





Kontroll | COs 149.1 129.8 1.07 278.9 1.03 
ee "Vi Oe 148,8 1216 **' 970,4 *"" 
‘ 917 7 294 F 
2Q¢ i 2 217.4 LOVT 6 93 24,5 0.98 
S | Os, 215.6 114.5 30.1 °° 
53,8 95,8 st 
20 g - EN CO, 263, 95, 0.92 59.6 1.02 
Os 245.6 104,0 8496 ** 
’ ») "7 ) ¢ | 
200g... -. {1 CO 214,7 $4.0 4 an 298.7 so 
& | Os 199.1 YS, 1 297 2 
Tabelle VI. 
tespirationsunterschied ssimilationsunterschied 
Dosis Erzlaugeriickstinde Respirationsunterschie Assimilationsunterse} 
(cem) ‘cm) 
Kontrolle . . rage : 0 0 
OO) 2a ee ( 22.7) —17,49% ( $5.6) 16.35 ° 
20¢. a elt ; ; (— 34.0) 26.19 %, (- 80.7) IR G3 « 
200g . é (— 45.8) 35,29 ° 19.8) 7,10 ' 


p und y-Strahlen. 


Versuch 4 (Syringa vulgaris, 31. Mai). Die Anordnung, der Vorgang 
und CO,-Gehalt wie bei dein Versuch 1. Die Durchschnittstemperatur: 
21,53°C. Dosis: 200 g Erzlaugeriickstande in Glas. 


Umgerechnet auf 6 Stunden und 10 ¢ Trockensubstanz. Die Volumina 
reduziert auf 0°C und auf 760mm. (Siehe Tabelle VII und VIII). Die 
Intensitat der Respiration und Assimilation ist erhéht. Die relative Er- 
héhung der beiden ist annahernd gleich. Der Koeffizient der reinen Assi- 
inilation ist unverandert, der Koeffizient der Respiration erhéht. 
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Tabelle 


gis 





Dosis 


Erzlaugeriickstinde 


Grobe 
Assimilation 


Respiration 


Reine 
Assimilation 


= { COs 415.6 90,3 — 505.9 ’ 

Kontrolle Oy 4109 98°7 0,91 509.6 0,99 

; ? { CO, 495.7 112.9 608,6 , 

200 ¢ Os 500.9 1129 1.01 613.1 0.99 
Tabelle VIII. 





Dosis Erzlaugeriickstinde 


Kontrolle 


Respirationsunterschied 


(cem) 


0 


Assimilationsunterschied 


(ecm) 


0 





200 g 22.6) 25,03 ‘ 102.7) - 20,30 ' 


Versuch 5 (Vitis riparia, 3. Juli). 
(‘O,-Gehalt 


Vorgang und 


aa UU. 


Die Anordnung, det 


wie bei dem Versuch 2. Die Durchschnittstemperatur: 


Dosen: 2 g Erzlaugeriickstande in Glas, 
20 ¢g 
200 g 
,.Nadeln* von einer y-Strahlenmtensitaéat von 27 mCu. 


Umgerechnet 


reduziert 


atit 


6 Std. 
auf 0°C und auf 760 mm 
sind denen des Versuchs 4 ahnlich. 


und 


Tabelle 


l0¢g 
(s. 


Die Assimilationsintensitat 


Trockensubstanz. 


Tabelle [IX und X). 


IX. 


Die 


nimint 





Dosis 


Erzlaugeriickstinde 


Grobe 
Assimilation 


Respiration 


Reine 


Assimilation 





‘ 7 { CO, 583.4 76,7 te 660.1 9 ge 
Kontrolle 0, 600.4 79'9 1,05 6733 | 9 
° CO. 611,1 - 85,1 . 696,2 
Do *. gai wot 2 = OF beat 0,9! 
“8 | Os 627.3 - 80.3 1,06 - 707.6 98 
CO. 670,2 - 99,1 769.3 
ra 2 U 0 Mie 0 
20 g 0, 673.0 90,3 1,1 - 763,3 1,01 
CO, 650.8 - 94.8 - 745.6 
ID o - 2 “ash fo pte 2 Plier Of 
200 g | Oy 665,5 - 78,4 1,21 743.9 1,00 
Nadeln mit | COs, 5188 80,3 1.26 ; 599, . 1,02 
27mCu RaEkm | Oy 526,2 63,6 589.8 
i Tabelle X. 
Sante Mentecdeditahetind Respirationsunterschied Assimilationsunterschied 
fecem) (ecem) 
Kontrolle 0 0 
2Q¢. ( 8.4) - 10,95 °, (+ 36,1) 547% 
20¢ . (+ 22,4) - 29,20 °,, (+- 109,2) 16,54 % 
200g. (+- 18,1) 23,60 ©, ( 85,5) 12,95 % 
Nadeln mit 27 mCu Rakm ( 3,4) 55S | (— 61,0) 9.24% 





Volumina 
Die Resultate 





um 
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etwas weniger zu als die Respirationsintensitaét, trotzdem ist aber de1 
Wert der groben Assimilation héher. Der Respirationskoeffizient nimmt 
mit steigender Dosis zu, der Assimilationskoeffizient - Die grébte 
Erhéhung der Assimilationsintensitat bewirkt die Dosis von 20 ¢ Erzlauge- 
riickstanden in Glas. Nicht einmal durch die starkste Dosis wurde ein 
merklicheres Sinken oder eine St6érung im CGaswechsel hervorgerufen. 


Versuch 6 (Vitis riparia, 13. bis 20. September). Die Anordnung, det 
Vorgang und COQO,-Gehalt wie bei dem Versuch 3. Zu den ausgesuchten 
Blattern wurden die betreffenden Dosen auf 7 Tage befestigt. Die Durch- 
schnittstemperatur: 22,7°C. 


Dosen: 2g Erzlaugeriickstande in Glas 
20 2 


200 g 


Umgerechnet auf 6 Stunden und 10 g Trockensubstanz. Die Volumina 
reduziert auf 0°C und 760mm. (Siehe Tabelle XI und XII). Die Be- 
lebung der Intensitét der Assimilation und Respiration ist nicht nur e1 
halten geblieben, sondern ist durchweg gréBer als am ersten Tage. So 
war z. B. die Assimilation bei einer Dosis von 20g Erzlaugeriickstanden 
in Glas am ersten Tage um 16,54, erhéht, nach 7 Tagen um 38,08 %, 
also etwa um das Doppelte. Der Assimilationskoeffizient blieb l. Der 
Respirationskoeffizient ist héher als in den Kontrollversuchen, aber nicht 
mehr so stark abweichend wie am ersten Tage der Bestrahlung. Er steigt 
mit wachsender Dosis, auch wenn sich der Unterschied in der Intensitat 
verringert. 

Tabelle XI. 








Dosis Grobe R . tins Reine 
Erzlaugeriickstande Assimilation is seen Assimilation 
: { COs 323.0 67.8 ag 390.8 
ntrolle 2 a ; ~ > 0.99 
Ronten Vi Qs 332,9 62,7 | 395,6 9 
. 295.8 5 R19 
Ig. — CO, vuo,t 55.4 1.08 HS1,2 1.01 
Oy 399.3 ‘ie 476.4 
0 o { COg 443.5 96,1 1.12 539.6 0.98 
Ll: O, 463,6 Be 549.6 °"" 
CO. 389,7 56.6 476.3 . 
QW & - 2 <a ae i : 03 
_— | Og 389,3 a7 fe 464.9 199 
Tabelle NTI. 
Dosis Erzlaugeriickstande Respirationsunterschied Assimilationsunterschied 
(eem) (com 
Kontrolle ohh 0) 0 
2¢. ee ( 17.6) 25.96 ° 90.4) + 23,13 % 
2%¢. ‘ i ( 28,3) 41,74 ( 148.8) +. 38,08 2, 
200 2 ( 18,8) 27,138 % 85.5) 21,88 °% 


Emanation. 


Durch Verwendung der Erzlaugeriickstéande, welche in diinner Schicht 
in Schalen ausgebreitet und in die Rezipienten eingelegt wurden, kam 


vor allem die entweichende Emanation zur Geltung. Als sehr starke Dosen 
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wurde entweder die E.nanation aus einer Radiumchloridlésung, welche 
in den Rezipienten eingelassen wurde, verwendet oder eine ,,Nadel**, welche 
in den Rezipienten eingelegt und nach dem Schlieben zerdriickt wurde. 

Versuch 7 (Syringa vulgaris, 12. Juni). Die Anordnung. der Vorgang 
und CQ,-Gehalt wie bei dem Versuch 1. Die Durchschnittstemperatur: 
20,26" C. Dosis: 200g Erzlaugeriickstande in der Schale. 

Uingerechnet auf 6 Stunden und 10g Trockensubstanz. Die Voluwmnina 
reduziert auf 0° C und 760 mim (siehe Tabelle XILL und XIV). 


Tabelle X1IL1. 








Dosis Grobe Respiration Reine 
Erzlaugeriickstande Assimilation _—— Assimilation 
, CO 452.6 72.4 . 525, 
Kontrolle 2 aaa aw. O95 vevys 098 
| Oy 4577 76,5 - §34,2 
i 200 : 4° ey] ( 
200 g ao ae 58,7 0,75 449.0 6 gg 
| Os + 371.8 78.3 + 450.1 
Tabelle XIV. 
Respirationsunterschied Assimilationsunterschied 
Dosis Erzlaugeriickstinde 
(ecm) ecm) 
Kontrolle : 0 0 
200 . -. | (—18.7) — 18.92% (— 76,01) —14,48° 


Die Intensitat der Assimilation und Respiration hat unter gleich- 
zeitigem Sinken des Respirationskoeffizienten abgenommen. 

Versuch § (Vitis riparia, 22. Mai). Die Anordnung, der Vorgang und 

C'O,-Gehalt wie bei dem Versuch 2. Durchschnittstemperatur: 20,2° C. 
Dosen: 0.5 g Erzlaugeriickstande in der Schale 


50 og 


Die Emanation einer Radiumsalzlésung. 


Umgerechnet auf 6 Stunden und 10 g Trockensubstanz. Die Volumina 
reduziert auf 0°C und 760 min (siehe Tabelle XV und XVI). 


Tabelle XV. 





Dosis Grobe R ar Reine 
. espira on © . 
Erzlaugeriickstande Assimilation ay Assimilation 


| CO 599.2 L. 84.5 683.7 


r > : pie on 06 tras 03 
Kontrolle Os 587 1 79.9 1,06 - 667.0 1,05 
" CO 655.2 66.9 . 722.1 
0.5 9 . ~ ae Oe pa 0.99 
8 ii oO 658.5 — 69,5 2 728.3“ 
‘ { CO 515.0 L §7,2 — 582,2 
; = tp dr, Sa = 0.82 oe ae 
98 } Oy 508.7 §2.2 0, 590.9 ~~ - 
és CO 440.8 75,6 ' — 515,9 
50 . , ° 7 ans Uae song 0,09 
x Os 446.5 77,1 523,9 
& ‘) ¥ Q7 ¢ 1 67 564.6 . 
180000 ME. {| CO; 497.9 67.0 979 564,94 04 
Ra Em Li] Oy 468.1 92.6 560.7 
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Tabelle XVI. 





Dosis Erzlaugeriickstinde Respirationsunterschied Assimilationsuntersehied 
(ecm) (e¢m 
Kontrolle aa ae 0 0 
lS oa el ( 17.6) 20.83 ° (+ 38.4) 5.62 ° 
ee eg ny te ( 17,3) 20,47 °,, ( 101.5) 14,85 °, 
eae ( 8.9) 10.53 ° (— 3678) 24,54 ° 
1I8S0000 ME. Rakm =... ( 17.5) 20.71 ° (—— 998 8) 17,38 °. 


Auber bei der schwachsten Dosis wurden die Assimilation und Respiration 
herabgesetzt. Bei einer Dosis von 0,5 g¢ Erzlaugeriickstanden ist die reine 
Assimilation unbedeutend erhdht. Da gleichzeitig die Respiration be- 
deutend abgenommen hat, ist die Erhéhung bei der groben Assimilation 
verhaltnismaBig gréber. Der Assimilationskoeffizient ist konstant l, 
der Respirationskoeffizient sinkt mit der wachsenden Dosis. Bei der letzten 
Dosis von 180000 ME. wurde das allerstirkste Sinken des Respirations- 
koeffizienten, das wir bei unseren Versuchen tiberhaupt konstatiert haben, 
beobachtet. 

Versuch 9 (Secale cereale, 9. bis 20. November). Weil sich die An- 
ordnung des siebentagigen Versuchs mit Verwendung von Emanation bei 
Weinblattern als sehr schwierig gezeigt hat, wurde der dem zweiten und 
vierten entsprechende Versuch mit ganzen Roggenpflanzen ausgeftihrt. 

Je drei Stiick von 29 Tage alten Roggenkei nlingen, (‘Trockensubstanz 
0.09 bis 0,10 g) wurden in kleine GlasgefaiBe mit 5 cem verdiinnter Knopscher 
Nahrsalzlésung eingelegt und in die Respirationsrezipienten gestellt. Dei 
CO,-Gehalt wurde auf 10% erhéht. Die Rezipienten wurden in zerstreutes 
Licht gestellt, und wenn die Temperatur im Freien niedrig war, wurden 
sie im Freien dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt. Die Temperatur in 
den Rezipienten bewegte sich dabei um 13°C. Nach 10 Tagen wurde de 
Versuch beendet, die Trockensubstanz der griinen Teile bestimmt und von 
dieser das Gewicht des assimilierten CO, abgerechnet, welches durch die 


Analyse bestimmt wurde. Da es bei diesem Vorgang nicht médglich war, 
die Respiration speziell zu bestimmen, konnte die reine Assinilation nicht 
berechnet werden. Die Resultate ergeben nur die grobe Assimilation 


wihrend 10 Tagen, welche aber in diesem Falle ein Bild von der Gesamt 
wirkung gibt. 
Dosen: 0.5 g Erzlaugertickstiainde in der Schale 
5.0 


r 
” .s ‘> ° 


1 


, Nadel von einer Strahlenintensitat der y-Strahlen von 53.95 mCu, 
Nach dem Schlieben des Rezipienten wurde sie zerdrickt. 

Umgerechnet auf 1g Trockensubstanz. Die Volumina reduziert aut 
0°C und auf 760 mm (siehe Tabelle XVII). 

Die grobe Assimilation ist bei einer Dosis von 0,5 g Erzlaugertickstanden 
unbedeutend erniedrigt, durch 5g Erzlaugertickstande schon mehr als um 
die Halfte. Indem Rezipienten mit der starksten Dosis begannen die Blatter 
schon am ersten Tage herabzusinken und zu vergilben, nach 2 Tagen ve 


welkten sie vollkommen und nahmen eme gelblichweibe Farbe an. Die 
Gasanalyse ergab (nur in diesein Falle) am zweiten und zehnten Tage die 
gleichen Resultate, die Pflanzen starben also im Laute von 2 Tagen ab. 
In den ersten 2 Tagen atmeten sie aber 60 ccm CO, aus. Daraus ist zu 


D5 4 
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Tabelle XVII. 





" Untersehied in der groben 


Erzlaugeriickstinde Grobe Assimilation Assimilation 
' r CoO 899.4 n ) 

mtrolle oe ( 
AOontr i Oy 45.6 

7 { CO, $53.4 . “ 
0.59. a: 7 36.0 46,0) 11 
“ CO, 335.1 ee — 
5g . Sat hed —- "29 ; (— 564.3) 62.74 % 

) od, 

53.95 mCu Rak { CO, 60.0 on a9 
09,90 mCu Kakm - 0, 20.9 ( 959.4 ) 106,92 


schlieBen, dai die Assimilation entweder sofort authérte, oder durch zu 
starke Dosis friiher vernichtet wurde als die Respiration, welche abet 
nach 2 Tagen gleichtalls eingestellt war. 


Veqetationsve rsuche mit j- und »Ntrahle n. 


Bei diesen Versuchen wurden Wasserkulturen von Mais und Roggen 
angewendet. Un den Einflu® auf die Keiinung und den Verbrauch von 
Reservestoffen auszuschlieBen, wurden die Maispflanzen zuerst norinal 


toggenptlanzen 30 Tage, und dann erst bestrahlt. 


41 Tage geziichtet, die 
Die radioaktiven Praparate wurden in der gewohnten Weise bei den Pflanzen 


befestigt und in unmittelbarer Nahe der Blatter gehalten. 


Versuch 10 (Zea Mais, 9. Juni bis 3. August). (Vorlaufiger Versuch.) 
B- und y-Strahlen. Zwei Stiick von 21 Tage alten Maiskeimlingen wurden 
am 1. Juli in die Knopsche Nahrlésung eingesetzt. An die Blatter det 
einzelnen Pflanzen wurden dann radioaktive ,,Nadeln“, und zwar am 
5. Juli 27 mCu, am 9. Juli 13 mCu, am 12. Juli 15 mCu und am 18. Juli 
18mCu, im ganzen 73 mCu befestigt. Die bestrahlte Pflanze wuchs die erste 
Zeit schneller als die Kontrollpflanze und entwickelte das vierte und fiinfte 
Blatt friiher, aber in der Zeit der letzten Dosis, also etwa 13 Tage nach 
dem Beginn der Bestrahlung, wurde ihre Entwicklung sehr verlangsamt 
und spiater ganz eingestellt. Die unter dem Einflub der Bestrahlung ge- 
bildeten Blatter hatten eine gelbe Farbe. Dann fing die Pflanze an zu 
verwelken, und nach Beendigung des Versuchs, d.h. nach 29 Tagen, starb 
sie ab. Diese starke Dosis der £- und y-Strahlen verursachte also im Anfang 
ein schnelleres Wachstum, das aber authérte, waihrend die Pflanze dem 


schadlichen EinfluB unterlag (Abb. 5). 


Versuch 11 (Zea Mais, 25. August bis 10. November). f- und y-Strahlen. 


Aus den am 25. August gekeimten Maispflanzen wurden gleiche 
Exemplare ausgesucht unt! in die nicht erneute Nahrlésung eingesetzt !. 
Am 5. Oktober wurden die radioaktiven Praparate zugefiigt. Die Ein- 
wirkung der einzelnen Strahlen dauerte insgesamt 35 Tage. 

Dosen: 2¢ Erzlaugeriickstande in Glas 


200 ¢g 


* or 


1 Nahrlésung: 1000 ecem Wasser, 0.163 ¢ (NH,).SO,, 0,25 g Ca, (PO,)s, 
0,25 ¢ FePO,, 0,25 ¢ MgSO, 0,25¢ KCl, 3 Tropfen FeCl,. 
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Im ganzen 34,.16im Cu (,,.Nadeln**, welche wéchentlich erneuert wurden, 
und zwar ain 5. Oktober 8,96 mCu, am 13. Oktober 9,96 mCu, am 22. Oktober 
6.31 mCu, am 2. November 6.11 mCu. am 9. Nove nber 2.82 mCu). 





Abb. 5. 
Zea Mais 25. Tag des Versuchs 10 


Kontrollversuel 1: mit starker Dosis 3- und y-Strahlen bestral 


AuBer den Kontrollpflanzen (sechs an der Zahl) bestand der Versuch 
aus vier Arten auf verschiedene Weise bestrahlter Pflanzen (mit jeder 
Dosis) zu je zwei Exemplaren: 

a) Standig bestrahlte (vom 5. Oktober bis 10. November). 

b) Nur 24 Stunden bestrahlte (d.h. vom 5. bis 6. Oktober) und dann 
ohne weiteren EintluB der Radioaktivitat belassene. 

c) Nur bei Licht bestrahlte. (Die Pflanzen wurden frith zu den Pra- 
paraten gestellt, abends aus ihrer Nahe entfernt.) 

d) Nur im Dunkeln bestrahlte. (Die Pflanzen wurdén abends zu den 
Praparaten gestellt und friih entfernt.) 

Die Pflanzen entwickelten sich gut, und bald machten sich an thnen 
Unterschiede bemerkbar. Am 10. November fingen die mit der letzten 
starken Dosis bestrahlten Exemplare an abzusterben, und der Versuch 


war beendigt. Die betreffenden zwei gleich bestrahliten Pflanzen wurden 
zusammen 3 Stunden bei 105°C getrocknet. Auch die sechs [Xontroll 


pflanzen wurden getrocknet und der Durehschnitt fiir je zwei Pflanzen 
bestimmt. Die cdurehschnittliche Trockensubstanz von zwei bis sechs 
Pflanzen, ausgedriickt in Milligrammen, ist in Tabelle XVILL wiedergegeben 

Der Unterschied in dem Gewicht der Trockensubstanz von zwei be 
strahlten Pflanzen gegentiber den Kontrollpflanzen ist aus Tabelle NIX 
zu ersehen. 

In einem Teile der Gruppe fand durch die Einwirkung der p- und 
y-Strahlen eime erhéhte Bildung der Pflanzenmasse statt Die grébte 


Steigerung wiesen die standig bei Tag und Nacht mit 2008 Erzlauge 
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T abe lle NX | lil 








. Nadeln mit 
Restrahlangsweis Kont 2 Erz iweriick ie Erzlaugeriick 5 30 at R 
rsuche stil n Glas stiinde ( S 
( 
24 Stunden : 795.7 LO60.0 1299.6 1275.5 
lag und Nacht 795.7 1195.6 16HD8. 1 495.5 
lageslicht : 795.7 YS7.8 1099.0 723.7 
Dunkel 795.7 861.2 971.5 91,1 
uy ~ es t \ ! 
Tabelle NIN 
2g Erzlaugeriickstand Wie Erzlaugeriich Nadeln 1 4 1¢ 
Bests nearerein n Glas stilt Glas Ra Em in ( 
= we ‘ 
24 Stunden ‘ ( 264.3) 33.22 935.9) 63.30 474.8 60.30 
Tag und Nacht 399.9 50.26 S6H2.4 LOS SS | 300,2 37.73 
lageslicht . R 192.1 24.14 | 303.3 38.12 ( 72.0) GOD 
Dunkel . ( 65.5 8,23 175.8 22.09 155.4 19.53 
ruckstaénden bestrahliten Pflanzen und dann die mit derselben Dosis 


24 Stunden bestrahlten auf. Der schadliche Einflub zeigte sich nur unter 
der Einwirkung der starksten Dosen bei den standig bestrahlten und bei 
den nur bei Tage bestrahlten Pflanzen. Die Bestrahlung nur im Lichte 
(bei Tage) hatte bei beiden schwacheren Dosen einen giinstigeren Einflub 
als die Bestrahlung im Dunkeln. Der EinflubB der 24stiindigen Bestrahlung 
ist tiber Erwarten stark. Es wurde eine Erhéhung de 
bis um 63°6 verursacht (Abb. 6 und 7 


Trockensubstanz 





Abb. 7. 
46. Tag des Versuchs 11 und 12 
Kontrolle 1}: 24 Stunden mit der starksten Dosis 3- und 7-Strahlen besti 
2: 24 Stunden mit ;7-Strahlen derselben Dosis bestrahlt 


Versuch 12 (Zea Mais, 25. August bis 10. November). 7-Strahlen. 
Der Versuch war mit dem vorhergehenden verbunden, gleichzeitig und 


ganz ahniich angelegt (die Kontrollpflanzen waren dieselben), so dali sich 
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die Resultate der beiden absolut vergleichen lassen. Die Dosen waren die- 
selben, naturlich in Blei eingeschlossen : 

2¢ Erzlaugeriickstande in Glas und Blei 
200 


u 


Dieselben ,,.Nadeln** wie im vorhergehenden Versuch, von den Pflanzen 
aber noch durch ein 5 mm starkes Bleiblech getrennt. Die Einwirkung der 
Strahlen dauerte wiederum insgesamt 35 Tage. Den Stand der Pflanzen 
bel Unterbrechung det beiden letzten Versuche zeigen die Abb. 6 und 7. 

Das durchschnittliche Trockensubstanzgewicht von zwei bis sechs 
Pflanzen, ausgedriickt in Milligrammen, ist in Tabelle XX wiedergegeben. 
Der Unterschied im Gewicht der Trockensubstanz zweier  bestrahlte: 
Pflanzen gegeniiber den Kontrollpflanzen ist in Tabelle X XI veranschaulicht 


Tabelle XX. 








_—_—— 2g Erzlaugeriick- 200g Erzlaugeriick- Nadeln mit 
Bestrahlungsweise caameuan stiinde in Glas stinde in Glas 34,16 mCu Ra Em 
i und Blei und Blei in Glas und Blei 
24 Stunden . . 795,7 * 1160.3 1395,2 1233 
Tag und Nacht 795.7 925.5 1578.5 966 
lageslicht. . . 795.7 1108.1 1314.1 137 
Dunkel... . 795.7 1257,8 1356.7 987 
Durchschnittliches Gewicht von zwei bis sechs Pilanzen 
Tabelle XX1J. 
2° Erzlaugeriickstinde 200 ¢ Erzlaugeriickstinde Nadeln mit 34.16 mCu 
Bestrahlungs weise in Glas und Ble n Glas und Ble Ra Em in Glas und Ble 
(me) mgr) (mg) 
24 Stunden .. (+ 364,6) 45.82 (- 599.5) 75,54 (+ 487,3) 54,96 
Tag und Nacht (+- 129.8) + 16.31 | 782.8) 98.38 | | 170.3) 21,40 
Tageslicht. . . ( 312.4 39.6 | 518.4) 65.15 | | 578.3) 72.60 
Dunkel . . . . (+ 462,1) 58.07 « 61,9) TO5O 191,8) 24,19 
Bei den meisten Fallen zeigt sich eine Erhéhung der Ertrage. Die 


grote Steigerung haben die mit der mittelstarken Dosis (200 g¢) standig 
bestrahlten Pflanzen aufgewiesen, und zwar 98,38 %, also eine et was kleinere 
Erhéhung als die durch #- und y-Strahlen der gleichen Menge des Praparats 
bewirkte. Um wenig gr6éBer im Vergleich zur Wirkung der f- und y-Strahlen 
ist die Erhéhung bei 24stiindiger Bestrahlung, bedeutend gréBer dagegen 
bei Bestrahlung nur bei Tage oder nur bei Nacht. Eime Erniedrigung de 
Ertrage trat nicht auf. 

Das Wachstum der mit y-Strahlen behandelten Pflanzen unterschied 
sich etwas von dem der normalen und der mit $- und y-Strahlen bestrahlten. 
Wahrend sich unter dem Einfluf der S- und y-Strahlen stark griine ode1 
gelbliche Pflanzen entwickelten. wurden die Pflanzen unter dem EinfluB 
der y-Strahlen lang aufgeschossen, mit bedeutend langeren Internodien. 
Auberden zeigte sich bei diesen Pflanzen 6fters und in gréSerem Mabe 
eine violette Farbung der Blatter und Stengel. Am deutlichsten war dieser 
Unterschied bei den 24 Stunden mit der starksten Dosis bestrahlten Pflanzen. 


Unter Einwirkung der f- und y-Strahlen wiesen diese auberordentlich 














‘ 
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starke Stengel. kurze Internodien und breite Blatter auf, unter Kinwirkuny 
det y-Strahlen dagegen langgezogene Internodien und Blatter mit lang lic hen 
violetten Streifen (siehe Abb. 6 und 7). 


Versuch 13 (Secale cereale, 22. September bis 8. Dezember). ~- und 
y-Strahlen. 20 Tage alte, etwa gleich grobe Roggenptlanzen wurden aim 
12. Oktober in die nicht erneuerte Anopsche Nahrlésung eingesetzt, und 
zwar immer je vier in ein GefaB. Am 23. Oktober wurden sie auf dieselbe 
Art und Weise wie Mais im Versuch 11, also auf vier Arten, bestrahlt 


Dosen: 2y Erzlaugeriickstaénde in Glas 


200 g 


Im ganzen 26,09mCu (,.Nadeln** erneuert: am 2. Oktober 6.30 mCu, 
am 2. November 6,10 mCu, am 9. November 2,82 mCu, am 14. November 
4.8 mCu, am 29. November 6,07 mCu). 


Der Versuch wurde am 8. Dezember unterbrochen. Die Trocken- 
substanz von je vier Pflanzen wurde durch dreistiindiges Trocknen be: 
105°C bestimmt. Von den Kontrollpftlanzen wurde der Durchschnitt ft 
vier Pflanzen genommen. 


Das Gewicht der Trockensubstanz von vier Ptlanzen, ausgediiickt in 
Milligrammen, ist in Tabelle XXII angetfiihrt. Der Unterschied im Gewicht 
der Trockensubstanz von vier bestrahlten Ptlanzen gegentiber den Kontroll- 
pflanzen ist aus Tabelle XXIII ersichtlich. Die Ptlanzen waren grébtenteils 
stark gelblich und diinn, dabei aber lang aufygeschossen. Nur die Kont: oll- 
pflanzen und die 24 Stunden bestrahlte Pflanzengruppe hatten eine gesunde 


griine Farbe. 


Tabelle XXII. 





Nadeln mit 


, ans Kontroll 2¢ Erzlaugeriick- 200 g¢ Erzlaugeriick se iin ‘ 
Bestrahlungsweise versuche stiinde in Glas stinde in Glas went < : ae 
24 Stunden . . 515,8* 625.3 677,9 655.8 
Tag und Nacht 5IDS& 649.8 689.8 394.0 
Tageslicht . . 515.8 449.1 476.6 536.6 
Dunkel : ; 515.8 417.5 420.8 446.4 


Durchschnitt von zwei Kontrollgruppen zu je vier Pflinzchen 


Tabelle XXIII. 





2¢ Erzlaugeriickstinde 200g Erzlaugertickstinde Nadeln mit 26,09 mCu 


Bestrahlungsweise in Glas in Glas Ra Em in Glas 
(mg) (mg) (mig) 

24 Stunden . . (+ 1095) 21.23 (+ 162.1) 31,48 (+ 140,0) 27.14 

Tag und Nacht ( 134,0) 25.97 | ( 174.0) 33,73 . ( 121.8) 23.61 

Tageslicht . . We 66,7) —12,93 | 39.2) 7,60 | 29,8) 4.03 

Dunkel .... ({ 98.5) 19.10. | 95.0) 18.42 | 69.4) 13.45 


Die standige und die 24sttindige Bestrahlung verursachten eine Er- 
héhung der Ertrage, welche bei den schwicheren Dosen anni&ihernd gleich 
war. Die Bestrahlung bei Tage oder bei Nacht hatte einen schiadlichen 
EinfluB, welcher bei der nachtlichen Bestrahlung deutlicher ist. Merk 


wurdig ist, dali dieser schadliche EintluB bei den schwacheren Dosen starker 
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zum Ausdruck kommt. Die gréte Erhéhung des Trockensubstanzgewichts 
zeigte sich bei der stets wirkenden mittleren Dosis (200 ¢; siehe Abb. 8). 
Versuch 14 (Secale cereale, 22. September bis 8. Dezember). y-Strahlen. 
Der Versuch war (ahnlich wie bei Mais) mit dem vorhergehenden verbunden, 
so dab die Kontrollpflanzen und alle anderen Umstande die gleichen waren. 





Abb. &. 
47. Tag des Versuchs 13 und 14 24 stiindige Bestrahlung, 
1, 2, 3: 7-Strahlen starker, mittlerer und sehwacher Dosis. 4, 5, 6: 2 und ;-Strahlet 
Kontrollversucl 


starker, mittlerer und sehwacher Dosis 


Die Dosen waren dieselben, natiirlich in Blei emgeschlossen : 


2y Erzlaugeriickstande in Glas und Blei 


200 ¢ aie 9 
Dieselben ,,.NadelIn* wie im vorhergehenden Versuch, von den Pflanzen 
durch 5mm starkes Bleiblech getrennt. 
Der Versuch wurde gleichzeitig mit dem vorhergehenden unterbrochen. 
Das Trockensubstanzgewicht von vier Pflanzen, ausgedriickt in Milli- 
grammen, ist in Tabelle XNXNIV_ angetiihrt. 


Tabelle XXIV. 








Kontroll- 2g Erzlaugeriick- 200g Erzlaugeriick- 
Bestrahlungsw eis¢ : oe ca stiinde in Glas stinde in Glas 

saat und Blei und Blei 
24 Stunden. . 515.8 * 646.4 608.4 564,1 
Tag und Nacht 515.8 635.2 577,0 568.5 
Tageslicht .. 515.8 598.8 506.7 468.4 
Dunkel... . 515,8 613.2 530.9 503,2 


Durchsehnitt von zwei Kontrollgruppen zu je vier Pflanzechen. 
Die Unterschiede im Gewicht der Trockensubstanz von vier bestrahlten 
Pilanzen gegeniiber den Kontrollpflanzen sind in Tabelle NXNV_ veran- 


schaulicht. 
Tabelle XNXV. 





Nadeln mit 26,09 mCu 


2g Erzlaugeriickstande 200g Erzlaugeriickstinde Ra En 
Bestrahlungsweise n Glas und Blei n Glas und Blei in GI a ea Bl 
(ng mg) ‘ (mg) 
24 Stunden .. ( 130,6) + 25.33 | 92.6) + 17.95 (+ 48,3) 9 36 
lag und Nacht (+ 119.4) 23.15 (+ 61,2) 11,86 (+ 52,7) 10,22 
Tageslicht . . . ( 83.0) + 16,09 ¢ 9.1) 1.76 ( 47.4) 9,18 


Dunkel ( 97.4) +1888 | 15.1) + 2938 : ( 12.6) 2.44 
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In den meisten Fallen trat bei den bestrahlten Pflanzen eine Erhéohung 
des Gewichts der Trockensubstanz ein, welche bei den nur die ersten 
24 Stunden bestrahliten Pflanzen entweder gleich gro} oder um etwas 
héher ist als bei den staéndig bestrahlten Pflanzen. Bei Bestrahlung nut 
bei Tage oder nur bei Nacht zeigt sich bei den starksten Dosen der schadliche 
EinfluB, und zwar bei der Bestrahlung bei Tage deutlicher. Die grébte 
Erhéhung des Ertrags wird in diesem Versuch im allgeneinen durch die 
schwachste Dosis verursacht, bei den starkeren Dosen nimint die Erhéhung 
ab, oder es tritt ein schadlicher Einflul ein zum Unterschied von den Ver- 
suchen mit f- und y-Strahlen, bei denen die Wirkung der mittelstarken 
Dosen die giinstigste war (Abb. 8). 


Gesamtresultate. 

Aus den Resultaten aller Versuche geht vor allem hervor: 

1. Die a-, B- und y-Strahlen haben einen groben EinfluB auf beide 
Reaktionen der chlorophyllhaltigen Zelle, und zwar auf die Dissi- 
milation und die Assimilation, und dadurch auf die Grunderscheinungen 
des Lebens der griinen Pflanze. Die Intensitét beider Phinomene 
wird durch die Radioaktivitét beeinfluBt. | 

2. Die physiologische Wirkung der einzelnen Strahlen ist ver- 
schieden und von der Dosis abhangig, nach welcher sie entweder 
giinstig oder schadlich sein kann. 

Aus dem im zweiten Punkte angefiihrten Grunde erscheint es 
vorteilhafter, die Resultate auf Grund der Menge der radioaktiven 
Substanzen und der einzelnen Arten der von ihnen ausgesandten 
Strahlen zu vergleichen, und nicht auf Grund ihrer Lonisationsfahigkeit 
Der Vergleich von diesem Standpunkt kann gleichzeitig zur Auf 
klirung der Frage beitragen, bis zu welchem Mabe der durch die 
einzelnen von den radioaktiven Mineralien und Gesteinen in der Natui 
ausgesandten Strahlen bewirkte EinfluB auf das Leben der Pflanzen 
der Einwirkung auf den Gaswechsel zuzuschreiben ist. 

y-Strahlen verursachen im allgemeinen eine Erhéhung der Assi- 
milationsenergie des Kohlendioxyds und eine Abnahme der Respirations- 
intensitat. Die Erhéhung der Assimilation wurde bei allen Fallen det 
Respirationsversuche und in der Mehrzahl (21 von 24) der Fille der 
Vegetationsversuche beobachtet. Reine y-Strahlen erhéhen augenblicklich 
die Assimilationsintensitat mehr, als wenn gleichzeitig B- und y-Strahlen 
einwirken (Versuche 1, 2,4 und 5). Diese durch die y-Strahlen hervor- 
gerufene Erhéhung der Assimilation nimmt aber mit der Zeit ab, und im 
Gegensatz hierzu die durch die B- und y-Strahlen bewirkte zu, so daf 
schon nach 7 Tagen das umgekehrte Verhaltnis eintritt. Die Erhéhung 
der photosynthetischen Prozesse bei Einwirkung von f- und y-Strahlen 
ist groBer als bei Einwirkung reiner y-Strahlen (Versuch 3 und 4). 

Die assimilatorischen Leistungen entscheiden aber nicht allein 


bei der Entstehung neuer lebender Pflanzenmasse, da dieselbe in 
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gleichem MaSe von der Dissimilation abhingt. Wir kénnen annehmen, 
daB bei gleichen auBeren Umstianden, hauptsichlich der Belichtung. 
Temperatur und Feuchtigkeit, das Verhaltnis der reinen Assimilations- 
und Respirationsintensitat, welches hier mit a/r = e bezeichnet wird, 
wenigstens fiir die Pflanzenart konstant ist. Ob sich dieses Verhiltnis 
durch fremde Einfliisse andert, ist noch ein nicht zur Lésung ge- 
kommenes Problem, teilweise hangt es mit der Frage der Verhaltnisse 
der Intensitaét der groben Assimilation bei Tage und der Dissimilation 
bei Nacht zusammen. Bei kalten Nachten nimmt die Respirations- 
intensitat ab, die Pflanze verliert weniger Kohlenstoff, so daB ihr 
Kohlenstoffgewinn binnen 24 Stunden gréBer ist, als wenn nach einem 
Tage von gleicher Temperatur und Belichtungsintensitat eine warmere 
Nacht folgte. Obzwar im zweiten Falle der Pflanze waihrend des Tages 
und der Nacht weniger Kohlenstoff zur Verfiigung bleibt, sind die 
Verhaltnisse fiir sie doch giinstiger. Das folgt wahrscheinlich daraus, 
daB bei warmeren Nachten die Pflanze mehr neue Organe bildet, welche 
sich schon am niachsten Tage an der Assimilation beteiligen. Die 
Pflanze gibt zwar mehr aus, beschafft sich aber auch mehr Erzeugungs- 
organe. Die Atmungsintensitaét sinkt mit der Temperatur rascher 


Assimilation .. 


als die Energie der Photosynthese. Der Koeffizient fallt 


Atmung 
bei hoher Temperatur zugunsten der Atmung aus, bei niedriger um- 
gekehrt zugunsten der Photosynthese. 

Bei der Bestrahlung mit y-Strahlen entstehen ahnliche Verhaltnisse, 
wie wenn hellen, warmen Tagen kalte Nichte folgen. Bezeichnet 
man in den einzelnen durchgefiihrten Versuchen, bei denen im Licht 
und im Finstern dieselbe Temperatur eingehalten wurde, den Bruchteil 
der Assimilations- und Respirationsintensitaét (in Kubikzentimetern 
des in der gleichen Zeitdauer verbrauchten oder ausgeschiedenen CQ,) 
bei den Kontrollpflanzen mit « a/r, so erhalt man bei den bestrahlten 
Pflanzen folgende Werte: 





Versuch Dosis y-Strahlen 3- und y-Strahlen 

Kontrolle e (1,75) e (5,60) 

Nr. l und 4... 200 ¢ 1,66 e 0,96 e 
hontrolle e (3,92) e (8.61) 

a 2emsS . .. 2¢g 1.91 e 0,95 « 
20 ¢ 2,12¢ 0,90 e 

200 g 2,02 e 0,91 e 

» Nadeln“ 2,00 e 0,87 e 
Kontrolle e (2,15) e (5.76) 

Nr. Samed G 2. ¢ 22 1,4le 0,98 e 
20 ¢ 1,75 e 0,97 « 


200 g 1,66 0,95 « 
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Am ersten Tage der Bestrahlung mit y-Strahlen ist die reine 
Assimilation im Vergleich zu der Respiration 1,66- bis 2,12 mal gréBer 
als bei den nicht bestrahlten Pflanzen, am siebenten Tage der Bestrahlung 
ist dieser Wert auf 1,41 bis 1,75 gesunken, so daB die Tendenz des 
Ausgleichs ersichtlich ist. Es wurde nicht speziell bestimmt, ob ein 
volikommener Ausgleich erfolgt, aber die Resultate der Vegetations- 
versuche scheinen darauf hinzuweisen. Die gleichzeitige Einwirkung 
der f- und y-Strahlen ruft zu Beginn nebst der Erhéhung der Assi- 
milationsintensitaét auch eine Erhéhung der Respirationsintensitit 
hervor, und zwar ungefahr mit gleicher Energie, so daB das Verhaltnis 
der beiden Intensititen bei den bestrahlten Pflanzen annaihernd das 
gleiche ist wie bei den Kontrollpflanzen, also fiir die Pflanze normal. 
Der Erfolg zeigt sich schon nach einer einwéchigen Bestrahlung: 
Die Erhéhung der Assimilationsintensitit bei Einwirkung der f- und 
y-Strahlen iibertrifft die Erhéhung, welche durch die y-Strahlen ver- 
ursacht wurde, wobei e stets normal bleibt. | 

Die f- und y-Strahlen wirken also stimulierend auf beide Vorginge 
des Gaswechsels, die y-Strahlung stimulierend auf die Assimilation, 
atenuierend auf die Respiration. Das Optimum dieser Wirkung erfolgt 
bei den untersuchten Arten und bei einem die Pflanze umgebenden 
Atmospharenvolumen von 2800 ccm annahernd bei Einwirkung der 
Dosis von 20g Erzlaugeriickstanden. Bei frei geziichteten Pflanzen 
kann die optimale Dosis aber in einer anderen Hohe liegen, da ein 
Zusammenhang zwischen der Wirkung der Radioaktivitaét und der 
O,-Menge, welche der Pflanze zur Disposition steht, existiert. 

Der Respirationskoeffizient nimmt gleichzeitig mit der Be- 
strahlung mit y-Strahlen und deren steigender Dosis ab und sinkt 
tief unter den normalen Wert. Mit der Zeit erholt er sich jedoch wieder. 
Besonders bei den degenerierenden alternden oder durch abnorme 
Verhaltnisse, z. B. durch langen Aufenthalt im Dunkeln, erschépften 
Blattern tritt eine Herabsetzung des Respirationskoeffizienten ein. 
Normalerweise scheidet das Blatt von Vitis riparia auf ein verbrauchtes 
Sauerstoffvolumen durchschnittlich 1,07 Volumen CO, aus, das mit 
y-Strahlen bestrahlte Blatt scheidet aber auf 1 Sauerstoffvolumen 
nur 0,78 bis 0,93 Volumen CO, aus, seine Masse wird also im ganzen 
reicher an Sauerstoff, und zwar wahrscheinlich sauer sein, denn das 
Sinken des Respirationskoeffizienten bedeutet die Bildung von Sauren, 
die Erhéhung des Respirationskoeffizienten jedoch den Abbau von 
Sauren. 

Die gemeinsame Strahlung von f- und y-Strahlen hat auf die 
Qualitat der Respiration eine entgegengesetzte Wirkung. 


Sofort bei der Bestrahlung steigt der Respirationskoeffizient, 
ist bei den staérkeren Dosen héher, und bei der starksten untersuchten 
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Dosis im Versuch 5 erreicht er den Wert 1,26 gegeniiber der normalen 
Héhe von 1,07. Dies bedeutet: Das Blatt gibt auf ein verbrauchtes 
Sauerstoffvolumen 1,26 Kohlendioxydvolumen ab, gibt also mehr 
Sauerstoff ab, als es aufnimmt. 

Nach siebentagiger Bestrahlung gleicht sich diese Abweichung 
deutlicher aus als bei Bestrahlung mit reinen y-Strahlen, und die Koeffi- 
zienten nihern sich dem Normalwert. 

Da es nicht mdglich ist, auf brauchbare Weise die £-Strahlen 
abzusondern, konnte die physiologische Wirkung dieser Strahlen 
nicht untersucht werden. Man kann auf dieselbe nur durch Subtraktion 
der Wirkung der reinen y-Strahlen von der Wirkung der f- und y-Strahlen 
schlieBen. Da durch die gemeinsame Einwirkung der f- und y-Strahlen 
die Respiration erhéht wird, so ist anzunehmen, daB die f-Strahlen 
den durch die gleichzeitig wirkenden y-Strahlen verursachten Abfall 
der Respiration nicht nur verhindern, sondern sogar eine Erhéhung 
der Dissimilation hervorrufen. Da also gleichzeitig auch die Assimi- 
lation belebt wird, erhalt sich dadurch die Respiration in einem nor- 
malen Verhaltnis zu der Assimilation, indem die ungiinstige, durch die 
reine y-Strahlung bewirkte Abweichung verhindert wird. Auch die 
Verhinderung einer gréBeren Erhéhung der photosynthetischen Leistung 
(welche die reinen y-Strahlen hervorrufen) zu Beginn der Einwirkung, 
als auch die weiter folgende Erhéhung der Assimilationsintensitaét nach 
einer gewissen Zeit, ist den £-Strahlen zuzuschreiben. Wahrscheinlich 
geschieht dies infolge Erhaltung des Verhaltnisses der Respiration zur 
Assimilation in den fiir die Pflanze normalen Grenzen. Demnach wiirden 
die reinen £-Strahlen eine anfangliche Abnahme und spatere Erhéhung 
der Assimilation und eine Erhéhung der Respiration unter gleichzeitig 
starker Steigerung ihrer gesamten Reduktionswirksamkeit verursachen. 
Die photosynthetischen Prozesse verlaufen mit voller Energie. 

Die Vegetationsversuche haben nicht ganz eindeutige Resultate. 
Dabei berechtigen sie aber zu der Ansicht, daB die Wirkung der Radio- 
aktivitat je nach der Pflanzenart verschieden ist. Die verschiedene 
Einwirkung der gleichen Dosen bei den Versuchen in den Rezipienten 
und bei den Vegetationsversuchen folgt aus dem schon angefiihrten 
Zusammenhang mit dem Sauerstoffinhalt der umgebenden Atmosphiire 
und weiter aus der Verwendung anderer Pflanzenarten. 

Bei Roggen ist die giinstige Wirkung viel kleiner als bei Mais, 
und oft tritt eine schadliche Wirkung ein. Die gré&te Erhéhung in dem 
Versuch mit y Strahlen zeigt die niedrigste Dosis; in dem Versuch 
mit B- und y-Strahlen ist sie bei der mittleren Dosis zu konstatieren. 

Die beobachtete optimale Erhéhung durch y-Strahlen wurde bei 
dem Versuch mit Roggen mit einer 50- bis 100mal kleineren Dosis 
erreicht als bei dem Versuch mit Mais. 
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Die bestrahlten Roggenpflanzen vergilbten stark und_ hatten 
haufig einen erniedrigten Ertrag, weicher bei Mais nur in zwei Fallen 
beobachtet wurde. Worauf ist diese verschiedene Wirksamkeit auf 
zwei Pflanzenarten zuriickzufiihren ? Die Versuche mit Roggen wurden 
spater, im Herbst und im Winter, ausgefiihrt, wenn die Tage kurz, 
bew6lkt und die Temperatur im Glashaus besonders bei Nacht niedriger 
war als bei dem Versuch mit Mais. Es kann also der Zusammenhang 
des Lichtes mit dem EinfluB der Radioaktivitat in Betracht kommen: 
Nach diesem wire zu einer giinstigen Wirkung der Radioaktivitat 
geniigend Licht notwendig, wie wir schon an anderem Orte gesagt haben. 

Die weitere Ursache kann endlich in der Pflanzenart selbst, in 
ihrem anatomischen und histologischen Bau, den physiologischen 
Eigenschaften des Protoplasmas usw. liegen, z. B. im Kaligehalt der 
Zuckerriibe. 

Aus dem Angefiihrten geht hervor, daB fiir die Pflanze die B- und 
y-Strahlen durch ihren giinstigen Einflu8 auf den |Gaswechsel der 
chlorophyllhaltigen Zelle am vorteilhaftesten sind. _ 

Die y-Strahlung steigert die Assimilation, bringt sie aber aus 
ihrem Gleichgewicht mit der Respiration. Die photosynthetischen 
Prozesse tiberwiegen tiber die Dissimilationsprozesse. Die $-Strahlung 
gleicht diese Stérung aus und erméglicht die Erhaltung und Steigerung 
der belebten Assimilation. Dadurch ist die Leistungsfahigkeit der 
chlorophyllhaltigen Zelle erhéht. Das betrifft die B- und y-Strahlen 
in dem Verhaltnis, in welchem sie aus der radioaktiven Substanz aus- 
gestrahlit werden. 

Die Assimilation ist ein photochemischer Vorgang. ,,Der innere 
Faktor*, von dem die Assimilation bedingt ist, und dem Willstdtter 
eine enzymatische Natur zuschreibt, wird von Warburg rein physi- 
kalisch und chemisch erklart. Wir stimmen mit Wéillstdtter darin 
iiberein, daB die Assimilation des Kohlendioxyds ein enzymatischer 
ProzeB ist. Die Respiration ist auch ein enzymatischer Vorgang, wie 
wir bereits hervorgehoben haben. 

Die Bestrahlung nur bei Tage und nur bei Nacht wurde in die 
Versuche eingereiht, um den Unterschied der Bestrahlung auf die 
Chlorophyllapparate in Tatigkeit und in Ruhe zu erkennen. Allgemein 
weist diese unterbrochene Bestrahlung kleinere Erhéhungen der Ertrage 
auf als standige Bestrahlung, oder, besonders bei Roggen, oft schadliche 
Wirkungen. Die y-Strahlen sind in beiden Fallen die giinstigeren 
bei Nacht, die £- und y-Strahlen meistenteils bei Tage. 

Diese Schliisse entsprechen den schon friiher in unserem Institut 
erzielten Ergebnissen. Cager fand, daB die Starkebildung und die 
Atmung im intensiven Lichte verzégert werden. M. Henrici machte 
Versuche iiber den EinfluB der filtrierten Luft auf die Photosynthese 
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der Alpen- und Niederungspflanzen und wies nach, daB die filtrierte 
Luft bei Niederungspflanzen bei schwacher Belichtung giinstig, bei 
starker Belichtung ungiinstig fiir die Assimilation ist. Stoppel fand, daB 
die Schlafbewegungen der Pflanzen von einem unbekannten Faktor der 
Luft abhangen. Es ist ersichtlich, daB die normalen niedrigen Werte 
der radioaktiven Stoffe in der Luft die gréBte Bedeutung fiir die 
Pflanzen besitzen. 


Zusammenfassung. 


Die von uns ausgefiihrten Versuche iiber den EinfluB der a-, - 
und y-Strahlen auf den ganzen Bau- und Betriebsstoffwechsel des 
Pflanzenorganismus zeigen, daB durch diese Strahlen tief eingreifende 
verschiedene Verinderungen in der Dynamik der lebenden Substanz 
hervorgerufen werden. 

a-Strahlen. Aus unseren vergleichenden Experimenten geht 
deutlich hervor, daB die a-Strahlen die Assimilationsprozesse unter- 
driicken, also die Energetik und Dynamik der Photosythese hemmen. 
Dagegen wird durch diese Strahlen bei sinkendem Respirationskoeffi- 
zienten der Sauerstoffverbrauch der Pflanze eher erhéht. Durch starke 
Dosen der a-Strahlen wird natiirlich auch der durch schwache Dosen 
unterstiitzte Beginn des Dissimilationsvorganges nachteilig beeinfluBt. 


B-Strahlen. Die Wirkung der #-Strahlen laBt sich nicht experi- 
mentel] nachweisen, aber man kann annehmen, da die #-Strahlen 
die Assimilation, also die Aufnahme der Kohlensaure anfangs hemmen, 
aber nach langerer Einwirkung giinstig beeinflussen. Die Respiration 
wird durch die £-Strahlen schwach erhéht. Durch starke Dosen der 
B-Strahlen erfahren natiirlich beide Vorginge des Gaswechsels eine 
Depression. 

B. und y-Strahlen. Die B- und y-Strahlen erhéhen den _physio- 
logischen Effekt der Leistungsfahigkeit der chlorophyllhaltigen Zelle. 
Die photosynthetischen Prozesse werden unter dem EinfluB der f- und 
y-Strahlen geférdert. Die f- und y-Strahlen verursachen durch ge- 
meinsame Einwirkung eine Erhéhung der Intensitat beider Vorgange 
des Gaswechsels und eine Erhéhung des Respirationskoeffizienten. 

Reine y-Strahlen. Die reinen y-Strahlen bewirken eine Erhéhung 
der Intensitét der Kohlendioxydassimilation und eine dauernde Ab- 
nahme der Energie der Respirationsprozesse. Die assimilatorische 
Tatigkeit erreicht unter Einwirkung der y-Strahlen bis zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt den héchsten Effekt, die Respirationsvorgange 
jedoch erfahren eine starke Depression, was abnorme Prozesse des 
Betriebsstoffwechsels zur Folge hat. 

Diese tief eingreifenden, durch die einzelnen Strahlen des Radiums 
hervorgerufenen Prozesse bei der ganzen Dynamik der  lebenden 
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Substanz geben uns ein interessantes Bild von den Veranderungen, 
die durch die Stoffwechselprozesse am lebenden Objekt bewirkt werden. 
Die vollstandige chemische Zerstérung des Stoffwechselmaterials, 
die Oxydation, die physiologische Verbrennung, welche mittels des 
aufgenommenen Sauerstoffs erfolgt, werden intensiv durch die 
a-Strahlen geférdert. Die bei Gegenwart von Sauerstoff durch die 
a-Strahlen hervorgerufene starke oxydative Atmung, die vorwaltende 
Energese, ist wiederum eine stérende Erscheinung im Leben der Zelle. 

Diese stérenden Einfliisse der a-Strahlen machen sich jedoch 
nur so lange geltend, als die Spaltungsprodukte der Emanation, also 
die B- und y-Strahlen, beim Bau- und Betriebsstoffwechsel nicht zur 
Wirksamkeit kommen. 

Bei diesen Vorgaingen werden die Lebensprozesse in eine neue 
Richtung gelenkt. Die photosynthetische Assimilation der Kohlensaure, 
bei welcher das Licht als Energiequelle Verwendung findet, ist eine 
Reaktion, die durch Gegenwart besonders der y-Strahlen bedeutend 
gehoben wird. Wir sehen hier die individuelle Wirksamkeit der 
y-Strahlen im Vergleich zu der der a-Strahlen. Da& fiir die Assimilations- 
geschwindigkeit auBer der Lichtintensitat auch die Kohlensaiuretension 
maBgebend ist, ist selbstverstandlich. Die Wirkung der #-Strahlen 
stebt, wie wir schon hervorgehoben haben, so zwischen den Wirkungen 
der beiden anderen Strahlenarten, daB sie die stérende Wirkung der 
y-Strahlen auf das Gleichgewicht zwischen der Assimilation und der 
Atmung ausgleicht und dadurch nicht nur die Erhaltung der Assimilation, 
sondern auch ihre Steigerung erméglicht. 

Der Mechanismus der Lebensvorgange der chlorophyllhaltigen 
Zelle erscheint uns jetzt durch den Effekt der verschiedenen, in der 
Natur vorkommenden Strahlen klargelegt, und diese Erkenntnis ist 
von hoher Bedeutung fiir die Erklarung der Energieumwandlungen, 
welche die verschiedenen Strahlen des Radiums in den Lebensvorgingen 
der chlorophyllhaltigen Zelle in der Natur hervorrufen. 
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Uber den oxydativen Abbau der Stirke mit Brom 
in alkalischer Lésung. 


Von 
M. Honig und W. Ruziezka. 
(Aus der Deutschen Technischen Hochschule zu Brinn.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1929.) 


Die Literatur iiber die Einwirkung von Oxydationsmitteln, ins- 
besondere von Brom auf Starke, geht weit zuriick. , 


Schon Habermann! hat durch Behandlung mit Brom Gluconséure 
erhalten, es ging folglich der oxydativen Einwirkung vollstandige Hydrolyse 
voraus. Reichardt? konnte dessen Versuche mit léslicher Starke bestatigen, 
gelangte aber bei Anwendung anderer Oxydationsmittel (Chromsaéure, Per- 
manganat, Salpetersiéure) entweder zu nicht weiter untersuchten braunen 
Produkten oder, bei ganz weitgehender Oxydation, zu Kohlenséiure und 
Oxalsiure. Lintner*, der dessen Versuche mit Permanganat wieder auf- 
nahin, erhielt saure, durch geindertes Drehungsvermégen und verschiedenes 
Jodfarbungsvermégen ausgezeichnete Substanzen von Dextrincharakter. 
Neueren Datums ist die Arbeit Syniewskis iiber die Oxydation des Amylo- 
dextrins mit Brom‘, wobei zur vollsténdigen Vermeidung der Hydrolyse 
bei Gegenwart von Bariumcarbonat gearbeitet wurde. Es entstand die 
sogenannte Amylodextrinséure, die Fehlingsche Lésung stark reduziert 
und bei einer Molekulargr6éB8e von 6108 zwélfbasisch ist. 


Zweck der im folgenden zu beschreibenden Versuche war es, fest- 
zustellen, ob es bei der Einwirkung von verdiinnten alkalischen Brom- 
lésungen auf kaufliche lésliche Starke (Kahlbaum) bzw. durch Alkali- 
behandlung in Lésung gebrachte Kartoffelstarke in bestimmten 
Mengenverhaltnissen nicht gelinge, héher molekulare Oxydations- 
produkte, als Gluconsaure, zu erhalten. Zu diesem Zwecke wurde 
zunachst auf 1 %,ige Lésung von léslicher Starke so viel n/20 Barium- 
hypobromitlésung zur Einwirkung gebracht, daB auf zwei Glucosereste 


- 


Ann. 172, 11, 1874. 

B. 8, 1020, 1875. 

Zeitschr. f. angew. Chem. 1890, S. 546. 
Ann. 441, 277 bis 285, 1925. 
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ein Sauerstoffaquivalent zur Einwirkung kam und gleichzeitig die zur 
Neutralisation der entstandenen sauren Oxydationsprodukte nétige 
Menge von n/20 Bariumhydroxydlésung hinzugefiigt. Der Versuch 
wurde, wie alle folgenden, in der Kalte und unter Einwirkung der 
Quecksilberquarzlampe vorgenommen. Das erhaltene Kalksalz zeigte 
bis auf das etwas abweichende Drehungsvermégen Daten, die mit den 
fiir maltobionsaures Calcium berechneten recht gut iibereinstimmten. 
Um zu entscheiden, ob es sich um nur in geringem Mae durch Dextrine 
verunreinigtes maltobionsaures Calcium oder um ein Gemisch von 
gluconsaurem Calcium und Dextrinen handle, wurde das Brucinsalz 
dargestellt, wobei kristallisiertes maltobionsaures Brucin erhalten 
werden konnte. Gelangte eine geringere Sauerstoffmenge, namlich 
ein Aquivalent auf drei Glucosereste zur Einwirkung, wurde ein Kalk- 
salz erhalten, dessen analytische Daten die Méglichkeit offen lieBen, 
daB es sich um ein Kalksalz einer Saéure handle, die auf drei Glucosereste 
eine Karboxylgruppe enthielte. Durch Uberfiihrung in das Brucinsalz 
konnte gezeigt werden, da8 sich abermals nur Maltobionsiure gebildet 
hatte, die durch Dextrin verunreinigt war, wofiir auch die deutliche 
mit Jodlésung erhaltene Rotfarbung sprach. Bei Anwendung hoherer 
Sauerstoffiiquivalente konnte auch die Bildung von Gluconsiure 
festgestellt werden. Wurde statt der kauflichen léslichen Starke 
Kartoffelstirke der Oxydation unterworfen, die durch Behandlung 
mit Atzbaryt in Lésung gebracht worden war, konnte als bisher nicht 
erhaltenes Oxydationsprodukt ebenfalls nur Maltobionsaure festgestellt 
werden. 
Beschreibung der Versuche. 

1. Eine 1°%ige Lésung von léslicher Starke (Kahlbawm) wurde 
pro Gramm Starke mit 61,7 ccm Ba(OH),-Lésung und unter der 
Quecksilberquarzlampe portionenweise mit der zur Bildung von Malto- 
bionsdéure notwendigen Menge von 123,4cem n/20 Ba(OBr,)-Lisung 
pro Gramm Stirke versetzt; zur Kompensation der stets eintretenden 
Nebenreaktionen wurden noch pro Gramm 20ccm n/20 Ba(OBr),- 
Lésung portionenweise zugefiigt. Die mit CO, neutralisierte Lésung, 
die mit Jodlésung nur mehr eine schwache Rotfarbung zeigte, wurde 
filtriert, im Vakuum konzentriert, das Barium mit der berechneten 
Menge verdiinnter H,SO, ausgefallt und die Lésung der freien Saure 
mit CaCO, neutralisiert. Nach dem Abfiltrieren und Eindampfen im 
Vakuum wurde das Rohsalz durch Eintropfen in 96°,igen Alkohol 
ausgefallt und bis zur vollstandigen Entfernung des Bromids auf dieselbe 
Weise umgefillt, wobei die Beobachtung verwertet wurde, daB bei zu 
starkem Eindampfen der wisserigen Lésung zur Sirupdicke das Salz 
wohl in leichter filtrierbarer Form ausfiel, jedoch gréBere Mengen an 
Bromid okkludierte. Rohausbeute 69,8 °,,. Das nach fiinf- bis sechs- 
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maligem Umfallen erhaltene, Halogen nur mehr in Spuren enthaltende 
Salz gab folgende der Maltobionsaure nahekommende analytische Daten: 

5,084 mg gaben 0,907 mg CaSO,; 5,25 % Ca gef., 5,61 % Ca ber. 

6,889 ing gaben 9,505 ing CO, und 3,328 mg H,O. 

37,64 % C gef., 38,16 % C ber.; 5,41 % H gef., 5,61 % H ber. 

0,1046 g wurden init n/l HCl am Wasserbad hydrolysiert und nach 
Neutralisation die Glucose nach Bertrand bestimmt: 102,5 mg Cu 54 mg 
Glucose; ber. 50,0 mg Glucose. 

2. Die Arbeitsweise dieses Versuchs war der des ersten vollkommen 
analog, nur da8 zur Oxydation genau zwei Drittel der im ersten Falle 
verwendeten Ba(OH),- und Ba(OBr),-Menge angewendet wurde. Roh- 
ausbeute 71,0°%. Das erhaltene halogenfreie Salz, dessen Lésung 
Jodlésung stark rot farbte, hatte folgende Zusammensetzung: 

6,071 mg gaben 8,819 img CO, und 3,212img H,O. 

39,63 % C gef., 5,92% H 7,489 img gaben 0,901 mg CaS0O,; 
3,54% Ca. 

0,0572 g gaben mit n/l HCl hydrolysiert 80,99 ng Cu; 42,0 mg Glucose. 

Das spezifische Drehungsvermégen der beiden Salze ergab folgende 
Werte: Salz 1: [a]? + 110,2° (4,2348 g in 100 cem H,O); Salz 2: 
[aly + 139,1° (4,0232¢ in 100ccm H,O). Es liegt also auch das 
Drehungsver:inégen von Salz 1 etwas héher, als von Glattfeld und 


gel.; 





Hanke* angegeben wurde ({a]) = + 97,5°), was darauf zuriickzufiihren ist, 
dai auch in diesein Falle noch geringe Reste an Dextrin vorhanden sind. 
Zur weiteren Charakterisierung dieser Oxydationsprodukte wurden 
noch die Brucinsalze dargestellt. Das Calcium wurde mit der berechneten 
Menge Oxalsiiure ausgefallt, die Lisung mit einem geringen UberschuB 
an Brucin einige Minuten gekocht, das Alkaloid mit Chloroform aus- 
geschiittelt und die Lésung im Vakuum eingedampft. Nach mehr- 
tagigem Stehen hatten sich Kristalle abgeschieden, die aus 85 °,igem 
Alkohol umkristallisiert wurden. Die nahere Untersuchung ergab, 
daB es sich in beiden Fallen um maltobionsaures Brucin handelt. 
Schmelzpunkt = 153°. 
Salz 1: 7,732 mg gaben bei 745mm Hg und 17°C 0,235 cem N. 
Gel.: 3,785 N; ber.: 3,72%. 
Salz 2: 7,113 mg gaben bei 745mm Hg und 17°C 0,222 ccm N. 
Gef.: 3,60% N. 
0,1035¢ gaben mit n/1] HCI hydrolysiert 45,7 mg Cu = 23,0mg 
Glucose, ber.: 24,77 mg Clucose. 
(«Jp + 37,84° (0.3890 ¢ in 10 cem H,Q). 
Glattfeld und Hanke fanden + 38,05°. 
3. In diesem Falle wurde annahernd die doppelte Menge an 
Ba(OBr),- und Ba(OH),-Lésung angewendet wie im Falle 1. Nach 
dem vollstandigen Verbrauch des Hypobromits zeigte die Reaktions- 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 973 bis 992; Chen. Centralbl. 1918, 
II, 8S. 710. 
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fliissigkeit gegentiber Jod keinerlei Reaktion. Das in derselben Weise 
dargestellte Kalksalz (Rohausbeute 66,7°,,) wurde nach Fischer und 
Passmore! mit essigsaurem Phenylhydrazin in das Phenylhydrazinsalz 
iibergefiihrt. Nach mehrstiindigem Stehen schieden sich in geringer 
Menge Kristalle aus, deren mikroanalytische Stickstoffbestimmung 
einen fiir Gluconsaurephenylhydrazid stimmenden Wert ergab: 

4,012 mg gaben bei 18° und 748mm Hg 0,334 ccm N. 

Gef.: 9,61°% N; ber.: 9.79% N. 

Das Kalksalz der als Phenylhydrazinsalz in Lésung gegangenen 
Saure wurde nach dem Eindampfen zur Sirupkonsistenz durch Ein- 
tropfen in eine alkoholische Calciumchloridlésung ausgefallt und zur 
weiteren Reinigung aus Alkohol mehrmals umgefallt. Es gab fiir malto- 
bionsauren Kalk stimmende Werte: 

3,862 mg gaben 1,834 mg H,O und 5,460 mg CQg,. 

38,54% C gef., 38,16% C ber.; 5,31% H gef., 5,61 H ber. 

5,316 mg gaben 0,924 mg CaSQ,; 5,12% Ca gef., 5,39% Ca ber. 

[a] = + 99,90° (4,237 g in 100cem H,O). 

0,1967 g mit n/l HCl hydrolysiert gaben 172,8 ing Cu; 96,7 mg Glu- 
cose gef., 93,9 mg Glucose ber. 

4. 10g reiner Kartoffelstarke wurden analog der Vorschrift Wrob- 
lewskys? mit kleinen Quantitaten 1°,iger Atzbarytlésung verrieben 
und 2 bis 4 Stunden stehen gelassen; die gequollene Masse wurde hierauf 
weiter mit kleinen Portionen 1°%iger Atzbarytlésung unter gutem 
Umschiitteln versetzt und unter allmahlicher Verdiinnung mit Wasser 
so lange am Wasserbad erwirmt, bis die Lésung diinnfliissig war. 
Aliquote Teile dieser Lésung wurden nun abermals der Oxydation mit 
Ba (OBr),-Lésung unterworfen, wobei im ersten Falle wiederum ein 
Sauerstoffaquivalent auf zwei Glucosereste, im zweiten Falle auf drei 
Glucosereste zur Einwirkung kam und die urspriinglich angewendete 
Ba(OH),-Menge vom spiateren Zusatz in Abzug gebracht wurde. Die 
zunachst in analoger Weise erhaltenen Kalksalze hatten den gleichen 
Kalkgehalt wie die bei der Oxydation von léslicher Starke erhaltenen: 

Ca-Salz 1: 4,930ing gaben 0,908 g CaS0O,; 5,42% Ca. Ca-Salz 2: 
5.123 mg gaben 0,651 mg CaSO,; 3,78 % Ca. 

Sie wurden abermals mit Brucin umgesetzt, wobei maltobionsaures 
Brucin in beiden Fallen gefunden werden konnte. 

Salz 1: 8,034 mg gaben bei 18°C und 748 mm Hg 0,252 ccm N. 

Gef.: 3,63° Ns: ber.: 3.72%. 
Salz 2: 8,421 mg gaben bei 18°C und 748mm Hg 0,258 ccm N. 
Gef.: 3,5644% N; ber.: 3,72% 
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0.1640 g gaben mit n/l HCl hydrolysiert 72,6 mg Cu; gef.: 37.4 mg 
Glucose, ber.: 39,25 mg Glucose. 

[a]p = + 37,62° (0,4201 g in 10cem H,O). 

Die Gesamtausbeute an rohem Kalksalz betrug auch hier zwischen 
60 und 70°,. 

Die Bildung der Maltobionséure bei der Oxydation der léslichen 
Starke und der Kartoffelstarke in alkalischer Lésung kann wohl, neben 
der Maltosebildung bei der enzymatischen Hydrolyse der Starke, als 
die zweite wichtige Stiitze fiir die Annahme angesehen werden, da in 
der Stirke als Grund- oder Elementarmolekiil ein Di-glykohexosan- 
molekiil (Diamylose) vorhanden ist, und es ware nur noch durch weitere 
Oxydationsversuche mit den verschiedenen natiirlichen Starkesorten 
festzustellen, ob nicht neben Maltobionséiure, was ja durchaus im 
Bereich der Méglichkeit gelegen erscheint, eine Tri- oder noch héhere 
Glykohexosansaure zur Bildung gelangt. 

Dadurch kénnte die Frage, ob an der Bildung der Grundmolekiile 
der verschiedenen Starkearten nur ausschlieBlich Di-glykohexosan- 
molekiile beteiligt sind oder auch héher zusammengesetzte auftreten, 


einer weiteren KJarung zugefiihrt werden. 








Zur Frage der Girung des Hefemazerationssaftes. 


Von 
S. Kostytschew. 


(Eingegangen am 20. Dezember 1929.) 


A. Lebedew' hat die Resultate seiner Versuche mit dem Hefemazerations- 
saft veréffentlicht, die denjenigen von Kostytschew und Chomitsch? sowie 
von Kostytschew und Schulgina® angeblich widersprechen. Es ist dem Ver- 
fasser nicht gelungen, gérungsfahige Mikroben aus den Saften zu isolieren 
und gar eine Uberimpfung der Garung zu erzielen. Obgleich negative 
Resultate im vorliegenden Falle groBe Vorsicht erheischen (vgl. Kostytschew 
und Chomitsch, a.a.O.), zieht Lebedew aus ihnen den Schlub, dab’ die 
entgegengesetzten Ergebnisse von Kostytschew und seinen Mitarbeitern 
unhaltbar seien. Dazu mu ich folgendes bemerken: 1. Die Isolierung der 
in Frage kommenden Mikroben ist keine leichte Aufgabe; es miissen jeden- 
falls sehr viele Reagenzréhrchen geimpft werden. Der Verlauf der Isolierung 
ist in der Lebedewschen Mitteilung nicht beschrieben; daher ist es unméglich, 
die Richtigkeit der verwendeten Verfahren zu beurteilen. 2. Die Uber- 
impfung der Gérung geschah dagegen in den Lebedewschen Versuchen 
sicherlich unter ungeeigneten Verhaltnissen, indem als Substrat der Uber- 
impfung bereits gdrfdhige Safte dienten. Nimmt man an, dal die Saft- 
girung durch Bakterien hervorgerufen wird, so mui man den Schlub 
ziehen, daB die geimpften Siéfte in den Lebedewschen Versuchen bereits 
friiher bakterienhaltig waren. Unter diesen Verhaltnissen ist es durchaus 
unmdglich, einen Unterschied zwischen der geimpften und der ungeimpften 
Saftportion wahrzunehmen, indem die bei der Impfung eingetragene ganz 
geringe Bakterienmenge gar keine Rolle spielen kann und beide Portionen 
von Anfang an bakterienhaltig sind. Nicht garfahige Saéfte kénnen jedoch 
durch fraktionierte Filtration dargestellt werden, wie wir es bereits friiher 
angegeben haben. AuBerdem enthielten die Lebedewschen Safte wahr- 
scheinlich eine ziemlich groBe Menge von Faulnisbakterien, da eine CO,- 
Produktion auch ohne Zuckerzusatz wahrgenommen wurde. Nun gelingt 
eine Uberimpfung der Garung nach unseren Erfahrungen namentlich in 
Gegenwart der Faulnisbakterien sehr schwer, da dieselben die Entwicklung 
der Garungsmikroben unterdriicken. Diese Bemerkung betrifft selbst - 
verstéindlich auch die Isolierung der Gérungsmikroben, weshalb auch 
immer mehrere Reagenzglaischen geimpft werden miissen. 


1 A. Lebedew, diese Zeitschr. 214, 488, 1929. 
2 Kostytschew und Chomitsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 55, 1928. 
3 Kostytschew und Schulgina, ebendaselbst 182, 50, 1929. 
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Da die Frage nach der Ursache der Saftgaérung bedeutendes Interesse 
darbietet, so bleibt mir nichts anderes tibrig, als Herrn Lebedew vorzu- 
schlagen, mir eine geniigende Menge von Trockenhefe zugehen zu lassen, 
die nach seiner Ansicht Saéfte von normaler Garkraft liefert, wobei die 
Garung sich nicht tiberimpfen laSt.  Sollten wir das entgegengesetzte 
Resultat erhalten, so wiirden wir unsere Versuche unter persénlicher Anteil- 
nahme Lebedews oder eines seiner Mitarbeiter wiederholen. 

Die Erwiderung der persénlichen Angriffe Lebedews in demselben 
Stil halte ich fiir unzulaissig und méchte nur auf folgendes hinweisen: Die 
Annahme, da’ eine Regulation der Fermentwirkungen in der Zelle vitalisti- 
schen Charakter haben soll, ist vollkommen unbegreiflich. Es steht fest, 
da saimtliche Regulationen eine spezifische Struktur (Organisation) er- 
fordern. Im vorliegenden Falle kann eine Organisation nur im Zellplasma 
angenommen werden (ich setze dabei voraus, da der Begriff ,,Ferment ‘‘ 
im allgemein iiblichen Sinne gebraucht und also nicht erweitert wird). 
Diese Annahme hat mit vitalistischen Ansichten offenbar nichts zu tun, 
ebenso wie die Erklarung der Regulationen in einer Uhr, oder in anderen 
Apparaten. Die Annahme einer Regulation im homogenen Medium ist viel- 
mehr gewissermaben vitalistisch, da in diesem Falle die regulierende Wirkung 
durch Krafte bedingt werden mu, die mit keinen Strukturen zusammen- 
hangen. Eine fermentative Garung halte ich also deshalb fiir theoretisch 
méglich, weil sie durch ein einziges Ferment hervorgerufen werden kénnte, 
wie es auch Kluwyver annimmt. In diesem Falle wire freilich keine Regulation 
nétig. Diese Betrachtungen wurden tibrigens in friiheren, Mitteilungen dar- 
gelegt. Lebedew irrt sich also, als er einen Widerspruch zwischen unseren 
Mitteilungen ,,hervorhebt**. 

Zum SchluS ist ausdriicklich zu betonen, dal es unstatthaft ist, bei 
der Beurteilung der Garkraft die nicht fortpflanzungsfaihigen Zellen ohne 
weiteres als tot zu bezeichnen, wie es Lebedew zu tun scheint. 

Nach kurzer Zeit werden weitere Mitteilungen tiber die im Mazerations- 
saft stattfindenden Vorgéinge veréffentlicht werden. 








Uber Elektrolytgehalt und elementare Zusammensetzung des 
Froschnerven in dem Verlauf der Leitungsstrecke und ihre 
Verinderungen mit der Reizung. 


Von 
Fritz Roeder. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1929.) 


Die nachfolgende Untersuchung will ein Beitrag sein zu den Fragen 
der stofflichen Veranderungen im Nerven mit seiner Funktion und 
der stofflichen Gleichférmigkeit oder Unterschiedenheit in der leitenden 
Strecke. 

Von fritheren Untersuchungen in dieser Richtung sei kurz folgendes 
erwahnt: Bethe zeigte, daB nach elektrischer Reizung eines Nerven 
sich farberisch Unterschiede an den Polen nachweisen lassen (nach 
Zondek durch den Reizvorgang bedingte pg-Anderungen). Tashiro 
wies nach, daB der gereizte Nerv einen fliichtigen, basisch reagierenden 
Kérper ausscheidet, der nur Ammoniak sein kann. 4H. Winterstein 
und E. Hirschberg fanden, daB die Ammoniakabgabe sich bei Reizung 
des Nerven im fhissigen Medium auf das Doppelte, in Luft auf das 
Dreifache steigert. 

Die am Nerven auftretenden Aktionsstréme, die Erscheinung 
der Polarisation, das Problem der Parallelitat der Nervenwirkung und 
der Ionenwirkung lassen das Verhalten der Elektrolytkonzentration 
und -kombination von groBem Interesse erscheinen. A. Simon und 
J. Szeléczey stelltert als Ergebnis einer genaueren Bestimmung des 
Kalium- und Calciumgehaltes der peripheren Nervenfasern fest 
(Kaninchenischiadici), daB betreffs desselben individuelle Verschieden- 
heiten vorliegen. Die beiderseitigen Nerven enthalten die gleiche 
Menge Calcium, seltener die gleiche Menge Kalium. Es gibt kein kon- 
stantes Verhiltnis zwischen den beiden Elektrolyten. FF. Kraus, 
S.G.Zondek und E. Wolheim' berichten tiber quantitative Kalium- 
und Calciumbestimmungen, die am gereizten Vagus und Ischiadicus 


! Klin. Wochenschr. 1924, S. 735 u. 707. 
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von drei Hunden gemacht wurden’ ,,Im gereizten Vagus befand sich 
mehr Kalium und Calcium als im ungereizten. Im ungereizten Ischiadicus 
enthielten oberes und unteres Nervenende gleiche Elektrolytmengen, 
wahrend sich beim gereizten Nerven im unteren, der Reizstelle ferneren 
Teil gréBere Mengen von Kalium und Calcium nachweisen lieBen.* 
Die Autoren geben zu, daB ,,das Vorliegen von Veranderungen nur aus 
den gleichsinnigen Ergebnissen groBer Versuchsreihen geschlossen 
werden kann“. 

Bei dem Bestreben, auf diesen zuletzt zitierten Arbeiten auf- 
zubauen und sie zu erweitern, miissen drei Gesichtspunkte beriick- 
sichtigt werden. Zuniichst ist ein gréBeres Nervenmaterial erforderlich, 
welches tiber eine gute Erregbarkeit verfiigt und eine langere Reiz- 
dauer zulaBt. Es muB8 neben dem Verhalten der Elektrolyte auch das 
der organischen Substanz ermittelt werden. Die Verwendung einer 
sehr empfindlichen und genauen Mikroanalyse ist wegen der geringen 
Mengen der zu analysierenden Substanz von grober Bedeutung. 


Methodik. 


Um auf einfache Weise zu einem gréeren Nervenmaterial zu kommen, 
wurden zur Gewinnung der Substanz Froschischiadici verwandt, die zugleich 
den Vorteil bieten, daB die Reizzeit wegen der langeren Dauer des Uber- 
lebens isolierter Kaltbliiternerven recht gro} gewéhlt werden kann. Es 
galt nun, gleiche Bedingungen fiir gereizte und ungereizte Nerven zu schaffen. 
Um etwaige individuelle Schwankungen, die die einzelnen Versuchstiere 
im Elektrolytgehalt der Nerven zeigen, zu kompensieren, wurde bei jedem 
Tiere der eine Ischiadicus gereizt, waihrend der andere ungereizt blieb. 
Beide Nervmuskelpraparate wurden nach einer vorsichtigen Préparation 
wahrend der ganzen Zeit des Versuchs in zwei Cambridger Kammern auf- 
gehangt, deren Platinelektroden stets sorgfaltigst gereinigt wurden. Die 
Reizung selbst erfolgte durch Induktionsschlage aus der Sekundiarspule 
eines Du Bois-Reymondschen Schlitteninduktoriums. Im Stromkreis war 
ein Metronom eingeschaltet, das den Primiarstrom so unterbrach, dal es 
stets zu tetanischen Reizungen des Muskels kam. Die Reizung wurde, 
von 10-Minuten-Pausen unterbrochen, so lange fortgesetzt, bis das Praéparat 
vollkkommen unerregbar geworden war. 

Es wurde zuerst ein Material von je 60 gereizten und ungereizten 
Nerven gewonnen. Die Erregbarkeit war gut; die Reizdauer betrug etwa 
8 Stunden. Das Material fiir eine zweite Untersuchung (insgesamt 50 Nerven), 
die zur Bestaétigung der ersten durchgefiihrt wurde, wies dagegen eine 
erheblich schlechtere Erregbarkeit auf. Die Nervmuskelpraparate reagierten 
nach drei- bis vierstiindiger Reizzeit nicht mehr. Nach Schlub der Reizung 
wurden gereizter und ungereizter Nerv in drei gleiche Teile geteilt, mit 
mehrfach destilliertem Wasser kurz abgespritzt und durch Heriiberziehen 
tiber FlieSpapier getrocknet. Die so gewonnene Substanz wurde in sechs 
Wiegeréhrchen aufbewahrt, von denen jedes nur die gleichen Nerven- 
abschnitte enthielt. Es folgte das Trocknen im Thermostaten (nie tiber 
100°), bis die Substanz bei der Mikrowaégung nur noch Schwankungen 
um + 1/105 g zeigte. Die Veraschung geschah mit Salpeterséure; das ver- 
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aschte Material wurde, nachdem alle Séure abgedampft war, in 50 ccm 
mehrfach destillierten Wassers gelést. Die sehr geringen Substanzmengen 
sind durch radiometrische Mikroanalysen'! bestimmt worden. 

Den radiometrischen Mikroanalysen gehen Vorversuche voraus, die 
iiber die ungefaihre Menge der einzelnen Stoffe in der Nervensubstanz 
AufschluB geben. 

Vorversuche. 
Kaliumbestimmung. 

Die Kaliumbestimmung erfolgte durch Titration. 20 Froschischiadici 
wurden trocken verascht, die Asche in 5 ccm Wasser gelést und der Kalium- 
yvehalt dieser Lésung bestimmt. (Mehrere Parallelbestimmungen.) 4,47 cem 
n/200 Kaliumpermanganat wurden gebraucht, um den Kaliumnieder- 
schlag zu oxydieren. Diese entsprechen 0,0625 mg Kalium. 

Kine Ca-Bestimmung, bei der das Calcium als Oxalat gefallt wurde, 
gab auch Werte, die derselben G1éBenordnung angehéren. 

Den letzten Vorversuch bildete die Phosphorbestimmung nach Neu- 
mann. Es fanden sich in zehn Nerven 1,51 mg P. 


Die radiometrischen Mikroanalysen. 


Das Material fiir diese Untersuchungen bildete die aus jedem der 
sechs Wiegeréhrchen entnommene und mit Salpeterséure veraschte Sub- 
stanz (Abdampfen der tiberschiissigen HNO,), die in 50cem mehrfach 
destillierten Wassers aufgelést wurde. 


Calciumbestimmung. 


Die Werte der Eichungsreihe. 


1 cem n/1000 CaCl, ... . . 0,020mg Ca 
O58 , Bigeee Cet ...+>. Bere, 
oS ., wMireee (etm .... . Coe, & 


Zu 0,2cem CaCl, wurde leem der zu analysierenden Nervenlésung 
pipettiert. Vier Parallelbestimmungen liegen jedem der gefundenen Werte 
zugrunde. 

Kaliumbestimmung. 
Die Werte der Eichungsreihe. 
0,5cem n/1000 KC]... . . . 0,0195mg K 
OS ‘Mites me nw 5 Oe a ES 

Zu 0,2 cem n/1000 KCl wurde 1 cem der zu untersuchenden Lésungen 

hinzupipettiert. (Vier Parallelbestimmungen zu jedem Wert.) 


Phosphorbestimmung. 


Die Werte der EFichungsreihe. 


0,2 cem n/1000 Phosphat . . . . 0,0031 mg P 
0,6 ., n/1000 oA oS te (Ee os 
0.8 ,, n/1000 ™ on if 2? 


Zu 0,2cem Phosphat wurde Il cem der zu untersuchenden Nerven- 
lésung zugesetzt. 


1 Ehrenberg, diese Zeitschr. 164, 183, 1925; 172, 10, 1926; 183, 63/68, 
1927; 197, 467, 1928; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 466. 
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Stickstoffbestimmung. 


Die Werte der Eichungsreihe. 


leem n/1000 NH,C]. . . . . . 0,014mg N 
2 « B/IOOO Re. ...... OO, B 
&., nieee Bees... «. OR, 2 


Zu leem n/1000 NH,Cl wurde lcem Nervenlésung hinzugefiigt. 
(Zu jeder Wert zwei Destillationen, zu jeder Destillation eme doppelte 
Entnahme zur radiometrischen Bestimmung.) 


Die Ergebnisse der radiometrischen Kalium-, Caleium-, Stickstoff- 
und Phosphorbestimmungen sind in beiliegenden Tabellen niedergelegt 
worden. (Der Calciumbestimmung der ersten Versuchsreihe sind als 
Beispiel fiir die radiometrische Methodik die elektrometrischen 
Aktivitiitswerte beigegeben worden. Die Werte der letzten Kolumne 
einer jeden Tabelle stellen die Menge des betreffenden Stoffes in 1 mg 
der Trockensubstanz dar.) 


Erste Versuchsreihe. 


Geuichte der Trockensubstanz. 





Proximaler 








| Abschnitt des ungereizter 36,83 mg 
: Abse des gereizte pets 
Medialer aceite ; 48,75 
. 4 3 e © -- 
Distaler ' 31,75 
Proximaler } , 43,91 
| Abschnitt des gereizten 0 xs 
Medialer ian 39,52 
Distaler J ‘ 27,87 
Ca-Mengen 
: Eichwerte und Abschnitte Absolute Ca-Mengen | in 10-6 g, bezogen 
Aktivitaten der Nerven in 10-6 ¢ auf Img det 
Trockensubstanz 
0,392 
0,409 , 
. ama Paes 2 ee ) a€ ( 
0407 406 0.2 cem n/1090 CaCl, 4,0 
0,419 
0,277 
0,252 |. ‘ 
Jone » 0.2608 0.5 ee 000 CaCl, 0.0 
0263 ),26 oecem nl Cl, 1 
0.278 
0,272 
0,245 } 6,255 proximaler 11,20 15,2 
0,249 
0,231 Abschnitt 
0,231 | des un- - 
ie 0,228 mediale i 3. 14, 
0.234 nedialer gereisten 13,7 | 
0,216 Nerven 
0,278 | 
0,291 | 0,281 distaler 9,20 14,4 
0,274 
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Aktivitaten 





| 0.155 


0,150 
0.165 


Eichwerte und Abschnitte 





Absolute Ca-Mengen 


Ca-Mengen 
in 10-6 g, bezogen 


der Nerven in 10-*¢g auf 1 mg der 
lrockensubstanz 

proximaler 9 30 10.6 

Abschnitt 
q 

des as 

medialer 10.59 13.3 
gereizten 
Nerven 

distaler 12.20 21.8 

leem n/1000 CaCl, 20.0 





Eichwerte und Abschnitte 


der Nerven 


0,2 cem n/1000 KCl 


Proximaler | 
Medialer 
Distaler 
Proximaler | 
Medialer 
Distaler | 
0.5 ccm 


Abschnitt des 


| ungereizten Nerven 


Abschnitt des 


gereizten Nerven 


n/1000 KC] 


Absolute K-Mengen 


in 10-6 ¢ 


fam pe pe mh peek bed 

Bell SRS On 
=> hor 
vr 


Crore S 


K-Mengen in 10-6 g, 
bezogen auf 1 mg 


der Trockensubstanz 





Eichwerte und 


Medialer ) 
Distaler 
Proximaler | 


Abschnitte 


Absolute P-Mengen 


P-Mengen in 10-6 g, 
bezogen auf 1 mg 





Medialer 


yr Nerve l 0-6 ¢ ‘ 
oo — sath 8 der Trockensubstanz 
‘ 
0,2 cem n/1000 Phosphat 

Abschnitt des 5,00 11,35 

| ungereizten Nerven 5,15 16,0! 

, 4,65 8.83 

— oe 5,85 17,40 

| gereizten Nerven 4.85 15.68 


Distaler 


0,6 cem n/1000 Phosphat 


Werte 


des prozentischen Stickstoffgehalts. 





Proximal 
Medial 
Distal . 


Ungereizter Nery Gereizter Nerv 


6,2° 7.9% 
9.8 9.2 
13 13.3 


(drei iibereinstimmende Parallelbestimmungen). 
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Zweite Versuchsreihe. 


Gewichte der Trockensubstanz. 





Proximaler cient tien i on 64,404 mg 
ADS¢ *reizte = ~ 
Medialer ° - : — 72,285 


Nerven 


Distaler 42.785 
Proximaler 76,210 
as Abschnitt des gereizten Pip 
Medialer | S 64,014 


Nerve 
Distaler 7 50,200 





Eichwerte und Abschnitte Absolute Ca-Mengen Ca-Mengen in 10-6 g, 
der Nerven in 10-6 ¢g bezogen auf 1 mg 
der Trockensubstanz 


0,2 eem n/1000 CaCl, 





rox or . OS 5.5 
trial" | echt de " 5 
Distaler { ungereizten Nerven 994 4.95 
wera 0,66 37 
— | Abschnitt des a yd 
Distaler | gereizten Nerven 8'34 432 

0.5ccem n/1000 CaCl, 

‘ ‘ i 
leem 0/1000 CaCl, 
Eichwerte und Abschnitte Absolute K-Mengen K-Mengen in 10-6 g, 
der Nerven in 10-6 g bezogen auf 1 mg 
der Trockensubstanz 

0.5eem n/1000 KCI 
-roximaler : 7.65 5.94 
Mekal’ | Abschnitt des Le ra 

clat . + « 

N; sreizten Nerve :* ye 
Distaler { ungereizten erven 13 1.52 
Proximaler , 9 3,21 
Froximaler | Abschnitt des “¢ ne 
Distaler } gereizten Nerven 4.6 4,55 


Leem n/1000 KCl 





Absolute P-Mengen 


Nervenabschnitte in 10-6 g z. 

der Tr 
Proximaler , 6,18 
we | Abschnitt des ome 
Medialer cnsieamntianain Waision 5,95 
Distaler } =e , 5.65 
Proximaler ‘ 5,96 
ee | Abschnitt des » 
Medialer auuiate Geren 6,58 
Distaler | —" 6,62 


P-Mengen in 10-6 g 
bezogen auf 1 mg 


oekensubstanz 


4,80 
4,12 
6.60 
3,91 
5,14 
6.60 


(zu jedem Wert wenigstens drei tibereinstimmende Parallelbestimmungen). 


Die Versuchsergebnisse. 
Calcium und Kalium. 
Erste Versuchsreihe. 


Calcium. Im Gegensatz zum ungereizten Nerven, der 


eine nahezu 


gleichmaBige Ca-Verteilung in seinem ganzen Verlauf zeigt, nimmt di 
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Ca-Menge im gereizten Nerven zum Muskel hin zu. Eklatant ist die 
starke Ansammlung im Endstiick. 

Kalium. In den medialen und distalen Abschnitten der gereizten 
Nerven sind die Kaliummengen etwas vermehrt, in den proximalen 
deutlich vermindert. 

Zweite Versuchsreihe. 

Calcium. Die Ca-Werte der zweiten Versuchsreihe zeigen eine 
Abnahme des Ca-Gehaltes des proximalen Nervenabschnittes und eine 
Zunahme desjenigen des medialen. Es handelt sich also um eine Anderung 
gleicher Art, wenn auch nicht so stark ausgeprigt. 

Kalium. Die Kaliumbestimmung ergibt gleich der der ersten 
Versuchsreihe eine Abnahme des Kaliums in den proximalen Abschnitten 
der gereizten Nerven. In den distalen Abschnitten finden sich im 
Vergleich mit den ungereizten Nerven erheblich gréBere Mengen. 


Stickstoff und Phosphor. 

Die Stickstoffbestimmung ergibt eine annahernd  gleichartige 
Verteilung des Gesamtstickstoffs sowohl im gereizten wie im ungereizten 
Nerven, die sich durch die kontinuierliche Zunahme des Stickstoffs 
in Richtung auf den Muskel zu auszeichnet. 

Beide Phosphorbestimmungen lassen ebenfalls ein muskelwirts 
gerichtetes Ansteigen der Phosphormengen im Verlauf der gereizten 
wie auch der ungereizten Nerven erkennen. Die Reizung bewirkte 
Anderungen im Verlauf der leitenden Strecke, die sich besonders in 
der Phosphorzunahme in den medialen Abschnitten auf ert. 

Auffallig ist der groBe Unterschied im Gesamtelektrolytgehalt 
und speziell in der Elektrolytverteilung nach der Reizung zwischen 
dem Nervenmaterial der ersten und dem der zweiten Versuchsreihe. 
Es fragt sich, ob ein innerer Zusammenhang zwischen der erheblich 
schlechteren Erregbarkeit des Materials der zweiten Versuchsreihe und 
dem Verhalten der Elektrolyte besteht. Nach Kraus und Zondek, die 
auf eine Abhangigkeit der Intensitaét der FunktionsiuBerungen der 
Zelle von der Elektrolytverteilung hinwiesen, kénnte man das Verhalten 
der Elektrolyte in diesem Falle direkt als Mafstab fiir die Starke der als 
Erregbarkeit sich dupBernden Reaktionen der Nervenfasern brauchen. 


Zusammenfassung. 


Die Versuchsergebnisse im ersten Teile stimmen mit den Ergebnissen 
der Arbeiten von Kraus, Zondek und Wolheim iiberein. Die Elektrolyt- 
verteilung im ungereizten und gereizten Nerven ist verschieden. Charak- 
teristisch fiir die Verdnderungen in der Verteilung des Ca und K im Nerven 
nach elektrischer Reizung ist die deutliche Abnahme der beiden Stoffe im 
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proximalen, der Reizstelle ndchsten Teil, und die Anhdufung in weiter 
distalwarts, muskelwdrts, gelegenen Abschnitten 

Der Phosphor- und Stickstoffgehalt nimmt sowohl im gereizten wie 
im ungereizten Nerven in Richtung auf den Muskel hin zu. Durch die 
Reizung wurde die Stickstoffverteilung (prozentischer Stickstoff- 
gehalt) nicht beeinfluBt, in der Phosphorverteilung sind Unterschiede 
vorhanden. Dieses Verhalten des Stickstoffs und Phosphors, das der 
von vornherein vermuteten gleichférmigen Zusammensetzung der 
leitenden Nerven widerspricht, diirfte fiir die Analyse seiner Funktion 
von Bedeutung werden kénnen. 

Zwischen dem Material der ersten und dem der zweiten Versuchsreihe 
bestehen deutliche Unterschiede sowohl im Gesamtgehalt an Elektrolyten, 
wie auch in der Anordnung im Verlauf der Nervenfasern — ein Befund, 
der in Zusammenhang mit dem verschiedenen Funktionszustand gebracht 
werden kann. 

Die gefundenen Werte fiir die einzelnen Substanzmengen sind 
Mittelwerte aus einem groBen Nervenmaterial (erste Versuchsreihe 
120 Nerven, zweite Versuchsreihe 50 Nerven); dementsprechend 
gleichen sich individuelle Schwankungen im Elektrolytgehalt der ein- 
zelnen Nerven aus. 


Die vorliegende Abhandlung ist die Bearbeitung einer Preisaufgabe, 
die von der medizinischen Fakultét der Universitat Géttingen gestellt 
wurde. Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft gewahrte dankens 
werterweise die erforderlichen Mittel. 
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Wenn man die héhere Pflanze hinsichtlich ihrer Anspriiche an die 
N-Quelle mit Mikroorganismen wie Hefen oder Schimmelpilzen ver- 
gleicht, so ergibt sich der tiberraschende und physiologisch interessante 
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Gegensatz, daB die héhere Pflanze eine gréBere Vorliebe fiir Nitrat-N 
zu haben scheint, wahrend die genannten Mikroorganismen Ammon-N 
vorziehen. Diese verschiedene Einstellung ist natiirlich nicht nur 
in der Konfiguration des NO,-Ions bzw. des NH,-Jons begriindet, 
sondern von einer ganzen Reihe verschiedener Faktoren, wie z. B. 
Wasserstoffionenkonzentration, physiologische Reaktion der Stickstoff- 
salze, C-Quelle (bei den Mikroorganismen) und Zusammensetzung der 
Nahrlésung tiberhaupt usw. abhangig, worauf auch Benecke! aus- 
driicklich hinweist. Es hat fast den Anschein, daB alle Pflanzen, sofern 
sie anorganischen Stickstoff tiberhaupt assimilieren kénnen, prinzipiell 
beide Stickstofformen gleich gut verarbeiten, und daB es im wesentlichen 
die genannten Nebenumstinde sind, welche eine Bevorzugung von 
Nitrat-N oder Ammon-N vortéuschen; wobei allerdings die Verhaltnisse 
so liegen, daB unter den normalen, in der Regel herrschenden Be- 
dingungen bestimmte Faktoren dominieren und dementsprechend 
eine der beiden Stickstofformen als bevorzugt erscheinen lassen. 

Der Frage, inwieweit und unter welchen Bedingungen Nitrat-N und 
Ammon-N fiir die héhere Pflanze gleichwertig sind, hatten friihere 
Untersuchungen? gegolten. Paralle] dazu gingent die nachfolgend 
beschriebenen Versuche an Hefe, in denen gepriift werden sollte, in- 
wieweit sich dieser auf Ammon-N spezialisierte Organismus an Nitrat-N 
anpassen 1aB8t; wobei natiirlich nicht an ziichterische MaBnahmen 
etwa im Sinne einer allmahlichen Gewéhnung* gedacht wurde, sondern 
an die Konsequenzen, die sich aus einer Klarstellung des physio- 
logischen Sachverhalts ergeben. 

In dieser Absicht wurde die Hefe zunachst auf verschieden modi- 
fizierten Nahrbéden und unter verschiedenen biologischen Bedingungen 
yachsen gelassen, immer im besonderen Hinblick auf die Stickstoff- 
und Zuckerverwertung, um einige besonders interessierende Einzel- 
fragen an diesem Organismus zu studieren. Diese Versuche bilden den 
ersten Teil der Arbeit. Im zweiten Teile werden die Versuche be- 
schrieben, welche zum Ziele hatten, das Verhalten der Hefe speziell 
auf Nitraten als Stickstoffquelle zu klairen, insbesondere die Frage, 
warum Nitrate fiir Hefen eine ungleich schlechtere N-Quelle darstellen als 
Ammonsalz. 

Auf die wegen der groBen praktischen Bedeutung der Hefen 
auBerordentlich umfangreiche Literatur wurde nur insoweit  ein- 
gegangen, als sie die behandelten Fragen unmittelbar beriihrt. 


' Benecke-Jost, Pilanzenphysiologie 1, 307, 1924. 

2 Planta 9, 84, 1929; Ber. D. bot. Ges. 1929, Generalversaminlungsheft. 

3 Die gerade bei Hefen eine grobe Rolle spielt, z. B. die Gewéhnung 
an Fluor und andere Giftstoffe. 








414 K. Pirsehle: 


Zu den Versuchen selbst ist im allgemeinen noch zu bemerken, dats 
die im einzelnen angefiihrten Versuche nur eine kleine Auswahl der tat- 
sichlich durchgefiihrten Untersuchungen darstellen. Als Niahrfliissigkeit 
wurde, wenn nicht anders angegeben, eine Lésung benutzt von der Zu- 
sarumensetzung : 


1000) cem Wasser, 
100 g Rohrzucker (kéuflicher Wiirfelzucker), 


4,5 9 prim. Kaliumphosphat, 
3 g Magnesiumsulfat krist., 
= N in Form der verschiedenen Salze. 


Die Nahrstoffmengen wurden mit Absicht sehr reichlich bemessen, 
um die Entwicklung der Hefe optimal zu gestalten. Die mit Watte ver- 
schlossenen Kolben (in der Regel 1-Liter-Kolben mit 500 cem Nahrlésung) 
wurden im Autoklaven bei 1% Atm. zweimal je 1% Stunde sterilisiert. 
Geimpft wurde mit 10cem einer 1° ,igen Aufschwemmung von Prelihefe 
(kaufliche Backerhefe). Zur Bestimmung des Trockengewichts wurde die 
Hefe durch ein quantitatives Filter, auf dem 0,50 g Kieselgur verteilt 
worden war, auf der Nutsche filtriert und bei 105° wahrend 15 bis 18 Stunden 
getrocknet. 

Wenn im Laufe der Arbeit von ,,Hefe*‘ gesprochen wird, so sollen 
damit die Ergebnisse aus den Versuchen nicht ohne weiteres ver 
allgemeinert werden, es ist immer nur die verwendete PreBhefe gemeint. 
Bei der starken physiologischen Divergenz der verschiedenen Hefe- 
rassen ist es nicht ausgeschlossen, daB andere Stéimme Abweichungen 
zeigen. Die groBe Zahl der Versuche machte es vorerst unméglich, 
auch andere Rassen zu_priifen. 


Kapitel 1. 
Wachstum von Hefe auf Ammonsalzen und Nitraten unter normalen 
Bedingungen. 

Da in den einschlagigen Hand- und Lehrbiichern tiber den relativen 
Nahrwert von Nitraten und Ammonverbindungen fiir Hefe in der 
Regel nur allgemeine Angaben, aber keine exakten Zahlen und vor 
allem keine Vergleichswerte zu finden sind, schien es wiinschenswert, 
dafiir zunichst eine experimentelle Basis zu schaffen. 

Derartige Versuche (vgl. die folgende Tabelle) wurden in grober 
Zahl teils bei Zimmertemperatur (18 bis 21°), teils im Brutschrank 
bei optimaler Girtemperatur (27 bis 30°) und bei verschieden langer 
Versuchsdauer (3 bis 7 Tage) angesetzt. Es eriibrigt sich, die dabei er 
haltenen Werte im einzelnen anzufiihren, statt dessen sind in Tabelle I 
vusammenfassend die auf Ammonsulfat gleich 100 bezogenen Verhaltnis- 
werte iibersichtlich angegeben. Die Bezugnahme auf Ammonsulfat 
ist willkiirlich and geschah nur aus dem Grunde, weil schwefelsaures 
Ammoniak gern als Nahrsalz fiir Hefekulturen verwendet wird; man 
hatte mit demselben Recht auch das sekundire Phosphat oder ein 
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Ammonsulfat 

Ammonchlorid 
Ammonnitrat . 
Calciumnitrat . 
Natriumnitrat 


Kaliumnitrat 


Ammonsulfat . 
Ammonphosphat, primar 
sekundar 


tertiar 


Ammonsulfat . 
Ammoncarbonat 


Ammonbicarbonat. 


Ammonsulfat . 


Ammonacetat. .. 


Ammonoxalat ...... 


Ammontartrat ..... 


Ammonsulfat . 


Harnstoff. 


Trockengewicht 
der Hefe 


rtd 
_ 


Versuch 1. 
0,929 
0.897 
0.840 
0.849 
0.567 
0.551 
0,190 
0,234 
0,191 
0,213 
0,217 
0,219 

Versuch 2. 
1,659 

670 


a 


675 
1,750 
1,871 
875 


641 
653 


——— 


Versuch 3. 
0.824 
0,848 
1,042 
0.999 
1.068 
1,143 


Versuch 4. 
1.663 
1,664 
1.800 
1.843 
1,475 
1,492 
1,852 
1,846 

Versuch 5. 
0.805 
0,784 


0,697 
0,631 


Mittel 


0,913 


0,844 


0,202 


0,218 


0.836 


1.020 


1.106 


1.663 


1,821 


1,433 


1,849 


0,844 


0,619 


Bezogen auf 
Ammonsulfat 
gleich 100 


100.0 


te 
tw 


100.0 


101.5 


111.4 


94.9 


100.0 


120.9 


100.0 


109.5 


86.2 


100.0 


73,3 
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Trockengewicht Bezogen auf 
der Hefe Mittel Ammonsulfat 
g gleich 100 


Versuch 5 (Fortsetzung). 


Asparagin . . oe ae ee pe 0,973 115.4 
97 

ne aoe 0,281 33,3 
IS = ~ 

Pepton. . pot an has er on 1,274 151,1 


‘ 


beliebiges anderes N-Salz als Einheit wahlen kénnen. Alle Versuche 
auf eine Einheit zu beziehen, schien aber wiinschenswert, um die 
einzelnen Werte besser iibersehen und miteinander vergleichen zu 
k6énnen. 
T'abelle 

Das Wachstum der Hefe, gemessen am Trockengewicht, betrug 
unter den angegebenen Bedingungen, der jeweilige Mittelwert der 
parallelen Ammonsulfatkultur gleich 100°, gesetzt, in Prozenten bei: 


Ammonchiorid. ......... %W@bis 87,8 
Ammonphosphat, primir . . .. . 90,9 ,, 106,2 
= sekundér . . . . 100,6 ,, 111,4 

= | ae =< ae |e 
Ammoncarbonat ......... 113 ,, 1336,6 
Ammonbicarbonat ...... . . 106.0 120.9 
eee 65,8 
maemeemestrat 2... wl tl tlt we «6B 41,2 
Peetwmmemiivet . www tl ttl we tw CGT 36,8 
re 42.6 
a a ae ee err, 2 151,0 
oS See ee ree 132,9 
: Glykokoll pee eee Ge 5 eta o> lel Sete | 33.3 48.6 
0 "ee ee ee 105,6 
Ammemmommoeteat . . sw willl ws OSA 123.6 
Ee ne a 86,2 
DS iw kk kt et ts ee OT le 
pe ere |< eee > 


Aus dieser Tabelle und damit als Zusammenfassung der Versuche 
dieses Abschnitts ergibt sich: 

1. Am besten wirken organische Aminoverbindungen, und zwar die 
natiirlich vorkommenden, wie Asparagin und Pepton; mit Glykokoll, 
das weder in der Natur noch in der Praxis von Bedeutung ist, wurden 
keine guten Resultate erzielt. 

2. Die Ammonsalze sind untereinander ziemlich gleich. Noch 
besser als schwefelsaures Ammoniak scheint im allgemeinen Ammon- 
phosphat (und zwar das zweibasische) und weinsaures sowie essigsaures 

















~ 
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Ammon zu wirken. Als schlechter erwiesen sich von den untersuchten 
Salzen Ammonchlorid und oxalsaures Ammon, was jedenfalls auf 
eine giftige Nebenwirkung des gekoppelten Anions zuriickzufiihren ist. 

Auffallend war die zgiinstige Wirkung von Ammoncarbonat und 
-bicarbonat!. Der Grund ist jedenfalls darin zu suchen, daB die beim 
Stickstoffverbrauch zuriickbleibende Kohlensiure (HCO,-Ion) nur 
schwach saure Eigenschaften hat, wiaihrend die Anionen der anderen 
untersuchten Ammonsalze (SO,, Cl, PO,, CH,COO usw.) ungleich 
starker anséiuern, was sich im Hefewachstum offenbar ungiinstig aus- 
wirkt. Die Versuche des folgenden Kapitels machen diese Annahme 
sehr wabrscheinlich. 

3. Ammonnitrat steht etwa in der Mitte zwischen den anderen 
Ammonsalzen und Nitraten. 

4. Harnstoff wirkte schlechter als Ammonverbindungen, wenn 
er nach dem Sterilisieren der Nahrlésung zugefiigt wurde, die Assi- 
milation von Amidstickstoff scheint der Hefe Schwierigkeit zu bereiten. 
Er wirkte aber so gut oder noch besser als Ammonsulfat, wenn er 
mit der Nahrlésung sterilisiert wurde, wobei er durch das Kochen 
(im Autoklaven!) zum Teil zersetzt wird und dann praktisch als 
Ammonsalz vorliegt. 

5. Das Wachstum der Hefe auf Nitraten (Ca. K-, Na-) ist auf- 
fallend schlecht und betrigt im besten Falle kaum die Hilfte, meist 
nur ein Drittel bis ein Viertel des Zuwachses auf Ammonsalz. 

Von diesen in Bestatigung und Erweiterung bekannter Erfahrungen 
gemachten Beobachtungen war fiir die Untersuchungen des zweiten 
Teils vor allem der letzte Punkt wichtig, daB nimlich unter normalen 
Bedingungen sich das Wachstum der Hefe, gemessen am Trockengewicht 
der produzierten Zellsubstanz, auf Ammonsalz einerseits und Nitrat 
andererseits wie rund 100 zu 30 verhalt. 


Kapitel 2. 
Versuche mit besonderer Beriicksichtigung der 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Bereits im vorigen Kapitel wurde unter Punkt 2 angedeutet, 
daB der Unterschied in der Nahrwirkung der verschiedenen Ammon- 
salze wahrscheinlich auf die ungleich starke Siuerung des Nahrsubstrats 
zuriickzufiihren ist. pg-Messungen in parallelen Ammonsulfat- und 
Ammoncarbonatkulturen zeigten folgendes : 


1 Auf die giinstige Wirkung des Ammoncarbonats weist unter anderen 
auch Bay (C. r. soc. biol. 89, 1044, 1923) hin. Beztiglich Ammonbicarbonat 
als N-Quelle fiir héhere Pflanzen vgl. Prianischnikow (Ergebn. d. Biol. 1, 
427, 1926). 
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Trockengewicht 


Anfangs-py End-py der Hefe 
g 
Versuch 1 
Ammonsulfat. ........ on on ane 
Ammoncarbonat ....... a on — 


. 5,51 2,46 1.316 
Ammonsulfat. . . ae Sh ane We 5.5 2'38 1287 
\ sisilineees 9,43 4,58 1,699 
Ailmmoncar bona oe wd & @& G 9 43 4.52 1 713 

8,32 3.45 1,532 
Ammonbicarbonat. ...... 9°39 3 59 1540 


Das pq wurde hier und in den folgenden Versuchen elektrometrisch 
mit der sehr handlichen Apparatur von Prof. Liters unter Anwendung 
von reinstem Chinhydron gemessen!. 

Die bei der Aufnahme von Ammoniak sukzessive frei werdenden 
HCO,-Ionen kénnen kaum der Grund fiir die bessere Nahrwirkung 
der Carbonate sein, da, wie in Kapitel 5 gezeigt wird, gasférmige 
Kohlenséure entschieden hemmend auf das Hefewachstum wirkt. 
Die Ursache diirfte vielmehr darin liegen, daB die chemisch und physio- 
logisch stark alkalischen Ammoncarbonate (primares und sekundares) 
infolge ihrer Alkalitét das Hefewachstum  giinstig beeinflussen. 
Wahrend bei den anderen Ammonsalzen das pg bis auf wenig tiber 2 
sinkt, geht es bei den Ammoncarbonaten nicht unter 4 herunter. Ver- 
gleicht man damit die Beobachtungen von Hdédgglund*, wonach das 
Optimum garender Hefe zwischen pg 5 bis 6 liegt und nach beiden 
Seiten rasch abfallt, so gewinnt obige Ansicht noch an Wahrschein- 
lichkeit. 

Naher auf diese Verhaltnisse der physiologischen Reaktion innerhalb 
der Amionsalze einzugehen, lag nicht im Rahmen der eingangs 
skizzierten Fragestellung. Dagegen war es von prinzipieller Bedeutung, 
den Gegensatz zwischen Nitraten und Ammonsalzen (vgl. Schlub 
des vorigen Kapitels) nach dieser Richtung hin zu untersuchen. 

Die ausgeprigte Natur der Nitrate als physiologisch-alkalische 
Salze beschaftigt uns in ausgedehntem MaBe bei der Ernahrungs- 
physiologie der héheren Pflanze. Vorversuche mit Hefe ergaben, 


1 Die Messungen wurden von Herrn Dr. Keyssner ausgefiihrt, dem 
dafiir auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
2 Diese Zeitschr. 169, 200, 1926. 
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daB auch hier die alkalische Natur der Nitrate zum Vorschein kommt, 
allerdings nicht so stark wie bei der héheren Pflanze. Die Verschiebung 
der Wasserstoffionenkonzentration in einer Wasserkultur ist, abgesehen 
von der geringen Kohlensaureabscheidung durch die Wurzeln, aus- 
schlieBlich durch die physiologische Reaktion der angewandten Nihrsalze 
bedingt. In giirenden Hefelésungen wirken sich dagegen vor allem die 
sauren Produkte der Garung (organische Sauren, Kohlenséure) aus, 
die physiologische Reaktion der Nihrsalze kommt erst in zweiter 
Linie in Betracht. Gleichwohl ist die alkalisierende Tendenz der Nitrate 
nicht za verkennen: wahrend Ammonsulfatkulturen bis gegen pg 2 
absinken, bleiben parallele Nitratkulturen um 1 bis 2 pg-Einheiten 
héher stehen, wie folgende zwei Versuche zeigen mégen. 





rrockengewicht 
Anfangs-py End-py der Hefe 
£ 


Versuch 3. 


lease fat 5,63 2.83 1,496 
Aimonsulfat . 5 63 278 1530 
. ‘ 5,67 4.79 , 0.535 
Kalinitrat 567 499 0589 
Versuch 4. 

| 6,02 2,68 1,398 
Ammonsulfat . 6.02 272 1.410 
Kali - 6,02 4,04 0,620 
Aalinitra 6.02 4.87 0.621 


Nach den bei Ammoncarbonat und -bicarbonat gemachten Er- 
fahrungen (Versuche | und 2) schien es nicht ausgeschlossen, die ver- 
schiedene Nihrwirkung von Nitraten und Ammonsaizen auf diese 
Verschiebung der Reaktion des Nahrmediums zuriickzufiihren. Nach 
dieser Annahme hitten aber die Nitrate besser abschneiden miissen, 
wihrend sie im Experiment gerade das Gegenteil zeigten und schon 
dadurch zu erkennen gaben, daf der ernaéhrungsphysiologische Unter- 
schied zwischen Nitraten und Ammonsalzen nicht in der ungleichen 
Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration liegen kann. Fiir eine 
exakte Entscheidung dieser Frage schien es gleichwoh! wiinschenswert, 
die Versuchsanstellung so zu wihlen, daB in parallelen Ammonsulfat- 
und Nitratkulturen die Reaktion des Naihrmediums gleichgehalten 
und damit als unterscheidender Wirkungsfaktor ausgeschaltet wurde 
Fiir diesen Zweck kam nur eine entsprechende Pufferung der Nahr- 


lésung in Frage, denn ein dauerndes Konstanthalten der Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit Hilfe flieBender Lésung, wie es fiir Wasser- 
kulturen héherer Pflanzen beschricben und mit Erfolg angewendet 
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wurde!, fiihrte hier wegen der morphologischen Beschaffenheit der 
Organismen nicht zum Erfolg. 


Nach der alkalischen Seite hin zu puffern und damit die Ammon- 
sulfatkulturen gewissermaBen auf den Stand der Nitratkulturen zu 
bringen, gelang nicht, da die bereits hervorgehobene Sauerung durch 
die Garprodukte zu stark ist. Dagegen hatte eine Pufferung nach der 
sauren Seite vollen Erfolg. Am besten bewahrte sich Milchsaéure?, die 
in einer Gabe von 10 cem konzentrierter Saure je Kolben das pg vollig 
konstant hielt, gleichgiiltig, ob als Stickstoffquelle das physiologisch 
saure Ammonsulfat oder das physiologisch alkalische Kalinitrat an- 
gewendet wurde. Ein Milchsdiurezusatz der angegebenen Starke stellt 
nimlich das py auf etwa 2,3 ein, das ist die untere biologische Grenze, 
die auch durch stark saure Stoffwechselvorginge nach Art der Alkohol- 
girung nicht unterschritten wird. 





Trockengewicht 
Anfangs-py End-py der Hefe 
£ 


Versuch 5. 


A if 4,22 2.55 1.089 
ee ee ee ee ee 431 257 1.038 
, . 4,29 3,16 0,371 
OE 4.26 3.21 0,322 

; 2: 2.37 0,687 
Ammonsulfat, Milchsiure pe pd py aid 
ee 2.25 2.3 0,28 
Kalinitrat, Milchsaure. . .. . es pe a aes 

Versuch 6. 

ON re 5,42 2.64 1,731 
eA de ee ee 5,45 3,62 0.988 
Ammonsulfat, Milchsaure .. . 2,63 2,62 0.936 
Kalinitrat, Milchsfure. . .. . 2,36 2.36 0,488 


Das Verhaltnis der geernteten Hefetrockensubstanz auf Ammon- 
sulfat und Kalinitrat (Mittelwerte) berechnet sich zu: 


Versuch 5: ohne Milchséure . . 100,0 zu 32,5 
mit mee . - OS ., 49 
Versuch 6: ohne Milehséure . . 100,0 ,, 57,0 
mit _ a! ee 


1 Planta 9, 84, 1929. 
2 Den Hinweis auf Milchséure als vorziiglichen Puffer fiir Hefekulturen 
im sauren Gebiet verdanken wir Herrn Dr. Gorr. 
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Ein Vergleich der pg-Werte am Beginn und am Ende des Versuchs 
zeigt, daB die Pufferung mit Milchsiure durchaus zufriedenstellend 
war, die Reaktion der Nahrlésung verinderte sich wahrend der ganzen 
Versuchsdauer von 7 Tagen gar nicht oder nur ganz unwesentlich. 
Gleichwohl blieb das Verhaltnis des Hefetrockengewichts zwischen 
den parallelen Ammonsulfat- und Nitratkulturen das gleiche wie in 
den ungepufferten Vergleichslésungen, in denen sich die Reaktion 
der Nahrlésung unter dem EinfluB der verwendeten Stickstoffsalze 
wie friiher beschrieben verandert hatte. Das absolute Gewicht nahm 
bei Milchséiurezugabe stark ab, ein weiterer Beleg dafiir, daB zu stark 
saure Reaktion die Hefevermehrung ungiinstig beeinfluBt; das relative 
Verhaltnis anderte sich aber nicht, ein Beweis, daB der erndhrungs- 
physiologische Unterschied zwischen Ammonsalzen und Nitraten nicht 
in der physiologischen py-Verschiebung zu suchen ist, sondern andere 
biologische Griinde hat. 

Nach der alkalischen Seite hin zu puffern, fiihrte, wie bereits erwahnt, 
nicht zum gewiinschten Erfolg. Gleichwohl sei ein derartiger Versuch mit- 
geteilt, da er die eben geaéulierte Ansicht wenigstens indirekt bestatigt. 

Es wurde unter anderem versucht, eine alkalische Pufferung durch 
Phosphatgemisch (sekundaéres plus tertidéres) zu erreichen, indem in det 
normalen Nahrlésung an Stelle der 4,5 g primaéren Kaliphdsphats je Liter 
2,5g sekundéren und 2 ¢ tertiaéren Kaliphosphats gegeben wurden. Das 
Ergebnis war folgendes: 


Versuch 7. 





Trockengewicht 


Anfangs- End- - der Hefe 
Mittel 
) 
a vn g Mittel 
a) Prim. Phosphat: 
5A 97 = )S. ‘ 
1. Ammonsulfat a as 2,67 oo 1,034 
o wie 5,48 8,89 | an 0,417 93 
2. Kalinitrat . 5 48 3°67 3,78 0.430 0,423 
b) Sekund.-tert. Phosphatmisch. : 
8.55 3.68 — ? on 
1. Ammonsulfat 855 ee 3,76 Vans 1,361 
‘ i ae 8,46 6.25 7 0,513 ion 
2. Kalinitrat. 846 5 98 6,11 0434 0.473 


Die gewiinschte Pufferung war, wie man sieht, nicht erzielt worden. 
Doch steht nichts im Wege, das Ammonsulfat b) 1. mit dem Kalinitrat 
a) 2. zu vergleichen, da obige Parallelreihen unter vollkommen gleichen 
Bedingungen angesetzt und gehalten wurden: trotz gleichem End-pg ist 
der Unterschied im Trockengewicht derselbe wie sonst. Es sei noch daraut 
hingewiesen, dal} das alkalisch gepufferte Ammonsulfat b) 1. mit seinem 
héheren End-pg dem Ammonsulfat a) 1. beziiglich Trockengewicht merklich 
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iiberlegen ist. Wir fiihren diese Erscheinung auf den Unterschied in der 
Reaktion der Naéhrlésung zuriick und sehen darin eine weitere Bestatigung 
der beim Ammoncarbonat (dieses Kapitel, Versuche 1 und 2) entwickelten 
Vorstellung. 


Zusammenfassung. 

Die physiologische Reaktion der Stickstoffsalze (Ammonsalze 
sauer, Nitrate alkalisch) macht sich auch in giirenden Hefelésungen 
deutlich bemerkbar, wenn auch nicht in dem MaBe wie bei der héheren 
Pflanze, da die sauren Produkte der geistigen Garung im Verhiltnis 
zur Menge der umgesetzten Stickstoffsalze dominieren. Ammonsulfat- 
kulturen erreichen nach kurzer Zeit ein pq von 2,5 bis 2,0; in parallelen 
Nitratkulturen duBert sich die alkalisierende Tendenz der Nitrate 
dadurch, da das pq 1 bis 2 Einheiten héher stehen bleibt. 

Dieser Unterschied in der Reaktion der Nahrlésung kann den 
ernahrungsphysiologischen Unterschied zwischen Ammonsalzen und 
Nitraten (vgl. Kapitel1) nicht erklaren, da Vergleichskulturen bei 
gleicher Wasserstoffionenkonzentration (z.B. durch Pufferung mit 
Milchsaéure) denselben Unterschied erkennen lassen. 


Kapitel 3. 
EinfluB des Girungsalkohols auf das Hefewachstum. 


Versuch 1. 


In zwei 3-Liter-Kolben wurden je 2000 cem Nahrlésung mit Ammon- 
sulfat als Stickstoffquelle angesetzt und nach dem Sterilisieren mit 10g 
frischer Hefe beimpft. Nach zweitiagiger Gairung bei Zimmertemperatur 
wurde filtriert und das Trockengewicht der zugewachsenen Hefe im einen 
Kolben zu 6,335 g, im anderen zu 6,416g bestimmt. Die von der Hefe 
befreiten wasserklaren Filtrate wurden vereinigt und davon genau ein 
Drittel abdestilliert. Der auf diese Weise vom Alkohol und den anderen 
mit -Wasserdampf fliichtigen Verbindungen befreite Riickstand wurde 
gleichmaBig auf zwei Kolben verteilt und nach Zusatz von 10% Zucker 
und 0,2 % N (als Ammonsulfat) mit je 5 g frischer Hefe von neuem in Gérung 
gebracht. Dem einen Kolben wurde aufierdem die Halfte des aufgefangenen 
Destillates zugesetzt, sein Gehalt an fliichtigen Garprodukten war also 
der gleiche wie vor der Destillation; der andere Kolben erhielt die gleiche 
Menge (650 ccm) destilliertes Wasser. Nach zweitigiger Garung betrug 
der Hefezuwachs auf 


Kolben 1 (mit Destillat) ....... . 1,659¢ 
Kolben 2 (ohne Destillat). ...... . 2,885¢ 


Der natiirliche Gehalt an Garprodukten hatte also das Hefe- 
wachstum um fast die Halfte verringert. 

Dieser betrichtliche Unterschied ist ausschlieSlich auf die durch 
das Destillieren abgetriebenen Verbindungen zuriickzufiihren, da — 
um keinen Zweifel daran zu lassen — die nach der Vorgarung 
restierenden Filtrate in ganz gleicher Weise behandelt worden waren; 
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ein Vergleich zwischen einer angegorenen und einer frischen Nahr- 
lésung wire nicht statthaft gewesen. Es soll nicht behauptet werden, 
da8 der Alkohol allein der wachtumshemmende Faktor ist. Da er aber 
die Hauptmasse der fliichtigen Produkte darstellt und zweifellos in erster 
Linie in Frage kommt, wurde die iibriggebliebene Halfte des Destillats 
daraufhin untersucht. Die anderen leicht fliichtigen Nebenprodukte 
der alkoholischen Garung, wie Acetaldehyd, Methylalkohol usw., treten 
prozentual weit zuriick. Durch zweimalige Destillation iiber Schwefel- 
siure und Lauge auf 100 ccm konzentriert, ergab die pyknometrische 
Bestimmung, auf die 2 Liter Ausgangslésung berechnet, einen Alkohol- 
gehalt von 3,55 Gewichtsprozent. 


Versuch 2. 
Ein zweiter Versuch dieser Art ergab: 
Hefezuwachs auf frischer Nahrlésung 
a) 6,392 g 
b) 6,464 g 
Hefezuwachs auf derselben, wie friiher destillierten und behandelten 
Nahrlésung nach Zucker- und Stickstoffzugabe 


a) mit Destillat ...... . 2,353¢ 
b) ohne Destillat . 3.965 g! 


Alkoholgehalt 3,70°,. 


Wir gehen wohl nicht fehl, wenn wir diesen Alkoholgehalt dafiir 
verantwortlich machen, daf das Wachstum der Hefe so auffallend 
gestort wurde!. Alkohol wirkt auf alle Pflanzen wachstumshemmend 
und, schon in relativ geringer Konzentration, auf alle vegetativen 
Stadien tédlich. Verschiedene Mikroorganismen, vor allem die, welche 
einer geistigen Garung fahig sind, wie die Hefen, vertragen gréBere 
Mengen bis zu einer oberen Konzentration von 15 bis 20°. Das schlieBt 
aber nicht aus, wie hier wieder gezeigt wurde, daB auch niedrigere 
Prozentgehalte keineswegs giinstig sind. 

Der Beweis dafiir, daB Alkohol in relativ geringer Konzentration 
hemmend auf das Wachstum von Hefe wirkt, konnte noch direkt in 
folgender Weise erbracht werden. 


1 Inzwischen ist eine Arbeit von Richards (Journ. gen. Physiol. 11, 
525, 1928) erschienen, in welcher auber auf die giftige Wirkung des Garungs- 
alkohols ganz allgemein auf die Abnahme der Wachstumsrate unter dem 
Einflu8 von Substanzen, die von den wachsenden Zellen in das Kultur- 
medium ausgeschieden werden, hingewiesen wird. Ferner war schon 
Thibaut (Zentralbl. f. Bakt. 9, IT, 743, 1902) zu dem SchluB gekommen, 
dai ,,die alkoholischen Garungsprodukte auf Garung, Hefeentwicklung 
und -vermehrung einen groBen EinfluB ausiiben. Sie verhalten sich wie 
Gifte, die in kleinen Mengen anreizend, in gréeren Mengen hindernd 
auf die Lebensfunktionen der Hefen einwirken“. 
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Versuch 3. 

Zwei 2-Liter-Kolben wurden mit je 1 Liter Nahrlésung beschickt, 

sterilisiert und geimpft. Der eine Kolben erhielt auBerdem 40 cem Athyl- 

alkohol (96°,), also ungefahr dieselbe Konzentration, die in den vorigen 

Versuchen festgestellt worden war. Nach fiinftagiger Garung betrug das 
Trockengewicht der Hefe: 

Kolben 1 ohne Alkohol. . . . . 2,610¢ 

2 mit Alkohol 1,27 


Versuch 4. 
Ein zweiter Versuch dieser Art ergab: 
Kolben 1 ohne Alkchol. . . . . 2,498¢ 
” 2 mit Alkohol .... . 1,190¢ 
Die wachstumshemmende Wirkung des Alkohols, gemessen am 
Trockengewicht der Hefe, tritt wieder deutlich in Erscheinung. Sie 
driickt sich im Verhaltnis zu den Vergleichskulturen, diese gleich 100 
gesetzt, wie folgt aus: 


Versuch |] 100: 57.5 
99 2 100: 59,9 
‘a Di ean ek See 
‘“ Maes wi es el ne Pace, ee 


Zusammenfassung. 
Der im Verlauf der Garung entstehende Alkohol wirkt hemmend 
auf das Wachstum der Hefe. 


Kapitel 4. 
Hefewachstum und Konzentration der Zuckerlésung, 
ékonomischer Koeffizient. 

Es ist bekannt, daB Hefe um so besser wichst, je mehr Zucker 
man ihr — innerhalb gewisser Grenzen — reicht. Die Hefeausbeute 
steigt zwar nicht proportional der gebotenen Kohlenhydratmenge, 
nimmt aber mit steigender Zuckerkonzentration zu, wie nachstehende 
Versuche erkennen lassen. 

Versuch 1. 


Je Kolben 500cem Nahrlésung. Als Zucker wurde in diesen Ver- 
suchen reinste Glucose (Traubenzucker ,,wasserfrei, Kahlbauwm) verwendet. 








Nr. des Glucose je 500 ecm Trockengewicht der Hefe 
— 9 g g Mittel 
1 0,5 2,5 0,738 
2 0,5 2,5 0,554 0,636 
i 0,5 2,5 0,615 
4 1,0 5,0 0,919 
5 1,0 5.0 0),.982 0,973 
6 1,0 5,0 1,018 
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Versuch 1 (Fortsetzung). 
Nr. des Glucose je 500 ccm Trockengewicht der Hefe 
Kolbens 
0 £ £g Mittel 
7 1.5 7.5 0.883 
S 1,5 7,5 1,050 0.987 
9 1,5 7.5 0.970 
10 20 10.0 1.087 
11 2,0 10,0 1,020 1,047 
12 20 10.0 1,036 
13 2.5 12.5 1,139 
14 2,5 12,5 1,031 1,167 
15 2.5 12.5 1,332 
16 3.0 15,0 1,218 
17 3,0 15,0 1,286 1,264 
1S 3.0 15.0 1,288 
19 5.0 25,0 1,496 
20 5.0 95.0 1,390 1,420 
21 5.0 25,0 1,374 
22 7.5 37,5 1.557 
23 7,5 37,5 1,743 1,557 
24 7,5 37,5 1,692 
25 10.0 50,0 1,696 
26 10,0 90,0 1,709 1.628 
27 10.0 500 1.570 
28 15.0 75,0 1.510 
29 15,0 75,0 1,764 1,676 
30 15,0 75.0 1,755 
t 
4 10 6 
Gi UCOSE iN % 
Abb. 1 
Die Mittelwerte sind, als Kurve zusammengefaBt, in Abb. 1 


wiedergegeben. Man sieht aus diesem wie aus dem folgenden Versuch 


9 


a 


daB die Kurve zunachst rasch ansteigt und dann bei den hdéheren 


Zuckerkonzentrationen (etwa von 7.5°,, Glucose angefangen) immer 
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flacher weiterlauft. Sie verliuft, durchaus in Parallele zur héheren 
Pflanze, im Sinne einer logarithmischen Ertragskurve, wenn ein Wachs- 
tumsfaktor gesteigert wird. 

Solange man nur das absolute Gewicht der durch das Wachstum 
der Hefe mehr produzierten Zellsubstanz ins Auge faBt, ist die Behaup- 
tung gerechtfertigt, daB héherprozentige Lésungen giinstiger wirken 
als niedrige Konzentrationen. Damit ist aber noch nichts tiber die 
rationelle Verwertung des gebotenen Kohlenhydrats ausgesagt. Um 
dariiber AufschluB zu erlangen, ist es nétig, die gebildete Hefesubstanz 
mit der verbrauchten Zuckermenge in Beziehung zu setzen, mit anderen 
Worten: als MaSstab fiir den Nahrwert von verschiedenprozentigen 
Zuckerlésungen darf nicht allein das Gewicht der darauf gewachsenen 
Hefetrockensubstanz an sich dienen, sondern es mu8 der ,,6konomische 
Koeffizient“‘ (Pfeffer, Kunstmann), das ist das Verhaltnis von ver- 
brauchtem Zucker zum Trockengewicht bestimmt werden!. 

Zuckerbestimmungen in den Filtraten dieses Versuchs (nach Bertrand) 
ergaben: 





Nr. des 


Satbene Zuckergehalt Mittel 

1 bis 21 negativ (aller Zucker verbraucht) 
22 0,78 % 
23 0,68 % 0,75 % 
24 0,79 % 
25 1,75 % 
26 1,06 % 1,34 % 
27 1,32% 
28 5,07 % 
29 5,04 % 497 % 
30 4,80 % 


Daraus ergibt sich die Menge des verbrauchten (vergorenen und ver- 
atmeten sowie assimilierten) Zuckers zu: 


22 33,60 g 
23 34,10 ¢ 33,42 ¢ 
24 33,55 ¢ 
25 41,25 ¢ 
26 45,70 g 43,309 
27 43,40 g 
28 49,65 g 
29 49,89 ¢ 50,15 ¢ 
30 51,00 ¢ 


Diese Werte, durch das zugehérige Trockengewicht dividiert, er- 
geben folgende Quotienten: 


1 Wird der ,,dkonomische Koeffizient “ noch auf die Zeiteinheit bezogen, 
so ergibt sich der Begriff des ,,6konomischen Effekts“ (Flieg, Jahrb. f. 
wiss. Bot. 61, 24, 1922). 
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bp Mave Zuckergehalt Mittel 
22 21,6 
2i 19,5 20,3 
24 19,8 
25 25,7 
26 26,7 26,9 
27 28,2 
28 32.8 
29 28,2 30,0 
30 29,1 


Diese Zahlen bedeuten als .,6konomischer Koeffizient‘‘ die Gramm 
Zucker (Glucose), die zur Bildung von 1 g Hefetrockensubstanz ver- 
braucht wurden. Sie sind ein direktes MaB fiir die rationelle Aus- 
nutzung des gebotenen Kohlenhydrats; je gréBer der Quotient, desto 
schlechter und unédkonomischer erweist sich die Verwertung der Kohlen- 
stoffquelle. Ein Blick auf die Tabelle zeigt, daB sich der 6konomische 
Koeffizient mit steigender Zuckergabe wesentlich verschlechtert. 

Dieser Versuch war insofern nicht ganz zufriedenstellend, als bei 
den niedrigen Zuckerkonzentrationen die Glucose bereits vollstandig 
aufgebraucht war und sich daher keine Kalkulationen dariiber aufstellen 
lieBen. Zu diesem Zweck wurde ein zweiter Versuch in genau gleicher 
Weise angesetzt, aber nur zwei Tage (statt fiinf im vorigen Versuch) 


der Garung tiberlassen. 
Versuch 2. 








Trocken- Trocken- 
radee| Gtucose | GEMM. | wicter | Brads | Glucose GENIEM | ie 
°lo £ "lo 4 
2 05 nas O87) ty Bo oegs | 9:888 
4 to | oss 885] te) 7 Oa | 04708 
6 ts | odes 44] ts | too aren | 0769 
8 20) oar «482 1 5n | Boag | 0797 
0) 35 opm 12] 5 | ono sas | 0828 

2 80 | (Osa7 | OH 


Kine graphische Darstellung der Mittelwerte (Abb. 1) ergibt dasselbe 
Bild wie im vorigen Versuch, nur daB die Kurve infolge der kiirzeren 
Versuchsdauer flacher verliuft. Die hier noch angesetzten Kolben 
mit 20°, Glucose zeigen deutlich das nur mehr ganz geringe Ansteigen 
des Hefegewichts bei héheren Zuckerkonzentrationen. 


28 * 
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Als Zuckerbilanz ergibt sich, der Einfachheit halber nur auf die 
Mittelwerte der gut tibereinstimmenden Parallelversuche bezogen, 
folgende Zusammenstellung : 





Nr. Anfangsgehalt an Glucose ae voeeee Okonomischer 
des Kolbens i . Koeffizient 
0 a 0 £ 

7und 8 2,0 10,0 0,37 8.15 17,7 

2 « 40 2.5 12.5 0,62 9,40 18,3 
?. .« oe 3,0 15,0 0,97 10,15 18,7 

io . 5,0 25,0 2.31 13,45 20,1 
6. «6 7.5 37.5 4,20 16,50 23,3 
it ~ 10.0 59.0 5,81 20,95 27,2 

19 , 2 15,0 75.0 10,20 23,90 29,8 
Zl. @& 20,0 100.0 14,00 30,00 36,2 


Bei den niedrigen Konzentrationen (0,5 bis 1,5°,) war der Zucker 
trotz der kurzen Versuchsdauer bereits vollstandig verschwunden, 
so daB diese Kolben (Nr. 1 bis 6) bei der Berechnung der Zuckerbilanz 
ausscheiden muSten. Gleichwohl zeigt diese Tabelle mit geniigender 
Deutlichkeit, daB die Ausnutzung des Zuckers von der Konzentration 
sehr wesentlich abhdinat und sich mit zunehmender Konzentration ent- 
schieden verschlechtert. Ein Ansteigen der Konzentration der Glucose- 
loisung auf das Zehnfache bedingt nach diesen Versuchen zwar eine 
Steigerung des Hefetrockengewichts auf etwa das Doppelte, gleichzeitig 
verdoppelt sich aber auch der 6konomische Koeffizient, d. h. der Zucker 
wird in der zehnfachen Konzentration nur mehr halb so gut ausgenutzt. 
Steht der Hefe wenig Zucker zur Verfiigung, so geht sie sparsam damit 
um; reicht man ihr groBe Mengen, so schwendet sie damit und verwertet 
ihn unrationell. 

Der physiologische Grund fiir dieses Verhalten liegt darin, daB 
bei héherer Zuckerkonzentration die alkoholische Garung, bei niedriger 
die Atmung iiberwiegt. Die Industrie macht bekanntlich von diesen 
hier zahlenmaBig ausgefiihrten Erfahrungen in der Weise Gebrauch, 
da8 Brauereihefen (Alkoholproduktion) bei hoher, PreBhefen (aus- 
giebige Vermehrung) bei niedriger Zuckerkonzentration angesetzt 
werden. 

Kapitel 5. 
Einflu® verschiedener Gase auf das Hefewachstum. 

Rapp' behauptet, daB die Qualitaét des Gases keinen wesentlichen 
EinfluB auf die Vermehrung durchgaster Hefekulturen habe. Er erklart 
die férdernde Wirkung einer Durchgasung als rein mechanischen 
Einflu8, der von der chemischen Natur des Gases unabhangig ist. 

Die physiologische Vorstellung, welche man sich von der Wirkung 
verschiedener Gase auf die lebende Zelle zu machen hat, ist kaum 


1 Ber. d. D. chem. Ges. 1896, S. 1983. 
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geeignet, derartige Ansichten zu stiitzen. Es soll nicht geleugnet werden, 
da der mechanische Einflu8, die kontinuierliche Bewegung in der 
Kultur, wodurch die Hefezellen standig mit frischer Nahrlésung in 
Beriihrung kommen, von Bedeutung ist. Ausschlaggebend kann aber 
nur der Umstand sein, ob die Bedingungen zu aerober oder anaerober 
Lebensweise gegeben sind. Die Hefen sind im allgemeinen fakultativ 
anaerobe Organismen, sie kénnen auch bei Sauerstoffabschlu8 weiter- 
leben und sich vermehren, entwickeln sich jedoch bei Gegenwart von 
Sauerstoff bedeutend besser. Diese Tatsache geht aus nachstehenden 
Versuchen klar hervor. 





Trockengewicht | Verhaltniszahlen 
der Hefe in g zu ,ungeliiftet* 
° gleich 100 


Versuch 1. Ammonsulfat als Stickstoffquelle. 


Bamemetom . wt tt 4,607 453.1 
Stickstoff . . oe ig tg 1,197 117,8 
Kohlensaure ...... 1,940 102.3 
| hao ARE ee 5,459 536,0 
Wemeynnaae kk lw 0,939 92.4 
Ungeliftete Kontrolle . . 1,017 100.0 


Versuch 2. Ammoncblorid als Stickstoffquelle. 


Sawerstel ....... 6,400 389.6 
I 6 gw) ee ve 1,905 116.1 
Kohlensaure ...... 1,817 110,6 
Lame. . Se oii 1h pt hat Oe 7,156 429.4 
Wasserssoff. ...... 1,989 121.6 
Ungeliiftete Kontrolle . . 1,643 100,0 
Versuch 3. Ammonnitrat als Stickstoffquelle. 
a aa 4,423 235.7 
ES sc x sw 4G 8,193 170.1 
Kohlensture ...... 2,168 115.5 
co) a Serer eee 4.637 247,0 
Wasserstoff. ...... 2,427 129.4 
Ungeliftete Kontrolle . . 1,877 100,0 


Versuch 4. Kalinitrat als Stickstoffquelle. 


ee 1,757 369.2 
oa) ga a sg 0,637 113.0 
Kohlensaure ...... 0,459 96,7 
Be! Whe, 5 ob ee. ey od 2,206 463.5 
Wasserstoff. ...... 0,735 154.5 
Ungeliiftete Kontrolle . . 0,476 100,0 
Versuch 5. Natriumnitrat als Stickstoffquelle. 
eS ae 3,036 330,0 
ee ae 1,635 177.7 
Kohlensaure ...... 1,204 130,8 
OE be ee ne ce 8,296 358.2 
Wremenees wks ks eS 1,922 209.0 


Ungeliiftete Kontrolle . . 0,920 100,0 
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Zu den Durchgasungsversuchen wurden 1m lange Glasréhren 
mit eingeschmolzenen Glasfilterplatten! von 10cm Durchmesser 
verwendet, welche eine sehr gleichmaBige Gasverteilung erméglichen. 
Die Gase wurden aus komprimierten Gasbomben entnommen und nach 
Passieren entsprechender Waschflaschen in einem Tempo von etwa 
5 Liter in der Stunde durchgeschickt. Zu jedem Versuch wurde eine 
ungeliiftete Kontrolle im stehenden Kolben unter sonst gleichen Be- 
dingungen angesetzt. 

Aus der Tabelle ist zu entnehmen: 

1. Luft ist allen anderen Gasen iiberlegen. 

2. Sauerstoff kommt unmittelbar nach Luft und ist nur wenig 
schlechter?. 

3. Die anderen untersuchten Gase (Stickstoff, Wasserstoff, 
Kohlensaure) folgen erst in weitem Abstande. Sie sind untereinander 
annahernd gleich, doch konnte é6fter beobachtet werden, daB Stickstoff, 
von dem man die starkste Hemmung erwarten konnte, unter den 
drei genannten Gasen am besten abschneidet. Am schlechtesten erwies 
sich im allgemeinen Kohlensiure; da dieses Gas schwerer ist als Luft 
und gern iiber der Kultur liegen bleibt, diirfte sich fiir die Praxis die 
Forderung ergeben, es nach Tunlichkeit abzublasen. 

4. Auch die unter 3. angefiihrten Gase bewirken eine geringe 
Foérderung gegeniiber ,,ungeliiftet‘‘; insoweit ist man berechtigt, von 
einer férdernden mechanischen Wirkung von Gasen auf Hefekulturen 
za sprechen. Der Gegensatz zu Luft und Sauerstoff zeigt aber, dab 
die chemische Beschaffenheit des Gases ungleich schwerer ins Ge- 
wicht fallt. 

Zweiter Teil. 
Einleitung. 

Die Versuche dieses Teiles beschaftigen sich mit der Gegeniiber- 
stellung von Ammoniakstickstoff einerseits und Nitratstickstoff 
andererseits bei der Hefenahrung, im besonderen mit der Frage, warum 
Nitrate fiir Hefen eine ungleich schlechtere Stickstoffquelle darstellen 
als Ammonsalze. 

Die besten Untersuchungen dariiber verdanken wir Laurent*, der 
auch bereits erkannt hatte, daB die durch Reduktion des Nitrats 
entstehende salpetrige Séure das entscheidende Moment sein diirfte. 
Seither sind unsere Kenntnisse iiber die Reduktionswirkung garender 


1 Schott-Jena, 17 G, 4/5. 

2 Uber den EinfluB des Sauerstoffs auf die assimilatorische und dissi- 
milatorische Fahigkeit der Hefe hat Lundin (diese Zeitschr. 141, 310, 342, 
1923; 142, 454, 463, 1923) eine Reihe interessanter Arbeiten veréffentlicht, 
die iiberdies hinsichtlich des Verhaltens verschiedener C-Quellen beachtens- 


wert sind. 
3 Ann. Inst. Past. 8, 362, 1889. 
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Hefelésungen wesentlich vertieft worden, vor allem durch Newberg 
und Mitarbeiter!. Diese Arbeiten Newbergs, nach denen sich das Re- 
duktionsvermégen girender Hefelésungen auf die verschiedensten 
Substanzen, wie aliphatische und aromatische Alkchole, Aldehyde, 
Ketone, Nitro-, Nitroso- und Hydroxylaminokérper, Merkaptane, 
Thioaldehyde usw. erstreckt, verfolgen vor allem den Zweck, durch 
den — an der Reduktion obiger Verbindungen erbrachten — Nachweis 
eines ,,beweglichen“* Garungswasserstoffes die einzelnen Teilreaktionen 
seines Garungsschemas durchsichtig und logisch miteinander zu ver- 
ketten, soweit sich dieses durch die Annahme von einfachen und ge- 
kreuzten Dismutationen nach Cannizzaro nicht durchfiihren JaBt. 

Ein besonderer Fall, die phytochemische Reduktion von Nitro- 
benzol zu Anilin tiber die héchst wahrscheinlich gemachten Zwischen- 
stufen Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin? hat auch dariiber 
hinaus groBes Interesse erlangt als Analogon fiir eine biologische 
Reduktion der Nitrate tiber Nitrit und Hydroxylamin zu Ammoniak 
bei der EiweiBsynthese der stickstoffautotrophen Pflanze. Ein 
interessantes Analogon ist es auf jeden Fall; ob man es aber als Beweis 
fiir eine Nitratassimilation im genannten Sinne werten darf, kann mit 
Recht angezweifelt werden. Denn, wie schon die bunte Reihe obiger 
Substanzen zeigt, die noch durch Methylenblau, Schwefel usw. zu 
vermehren wire, das Reduktionsvermégen der Hefe ist nicht auf 
Korper eingestellt, die mit der Stickstoffassimilation in einem wesent- 
lichen Zusammenhang stehen. Es ist eine ,,Reduktasen‘‘wirkung, 
eine jedenfalls fermentativ hervorgerufene Reduktion durch aktiven 
Wasserstoff, die sich auf alle Korver richtet, welche einer solchen 
Hydriernng zuginglich sind. Eine ‘direkte Beziehung zur Stickstoff- 
assimilation in dem Sinne, daB dadurch die Aufnahme und Einver- 
leibung von Nitraten in den Stoffkreislauf vorbereitet wiirde, besteht 
nicht. Im Gegenteil: die reduzierenden Higenschaften der Hefe sind 
offenbar der Grund, warum fiir diesen Organismus Nitrate als Stickstoff- 
quelle untauglich sind. 

Die Ursache fiir die unter normalen Bedingungen auffallend 
schlechte Nahrwirkung ist jedenfalls nicht im Nitrat selbst, sondern 
in dem durch die biologische Tatigkeit der Hefe daraus gebildeten 
Nitrit zu suchen, das bekanntermaBen ein heftiges Pflanzengift ist. 
Wir miissen aber Laurent zustimmen ,,... la question de la toxicité 
des nitrates est en réalité plus complexe qu’elle ne le parait & premiére 
vue. Mit einem bloBen Nachweis von Nitrit in Nitratkulturen, wie 
er bis jetzt ausschlieBlich gefiihrt wurde, ist die Sache noch nicht er- 


1 Vgl. Neuberg und Gorr, Phytochemische Reduktionen, in Abder- 
halden, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. IV, Teil 1, Heft 4, S. 645. 
2 Neuberg und Welde, diese Zeitschr. 67, 104, 1920. 
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ledigt. Daher waren unsere Versuche darauf gerichtet, in die Biochemie 
dieses Vorgangs naheren Einblick zu bekommen und den Beweis fiir 
die Richtigkeit obiger Annahme in der Weise zu fiihren, da8B durch 
geeignete Mittel die Nitritwirkung soweit als méglich aufgehoben wird; 
ist die dargelegte Anschauung richtig, dann miissen sich in derartigen 
Versuchen die Ausbeuten auf Nitrat parallel zum Riickgang des Nitrit- 
gehalts denen auf Ammonsalz nahern. 


Kapitel 6. 
Qualitative Methylenblauversuche. 

Wir gingen von dem Gedanken aus, ob es nicht méglich ist, die 
Reduktionskraft der Hefe vom Nitrat abzulenken. Dazu_schien 
Methylenblau sehr geeignet, da es von girender Hefe kraftig reduziert 
wird und diese Reduktion zur farblosen Leucoverbindung sich auch 
im Experiment bequem verfolgen laBt. Allerdings iiberzeugten wir 
uns bald, daB sich Methylenblau fiir den angestrebten Zweck nicht 
eignet, gleichwoh] lieferten diese Versuche einen wertvollen Beitrag 
zur gestellten Frage. Es ergab sich namlich die auf den ersten Blick 
iiberraschende Beobachtung, daf Methylenblau nur in Ammonkulturen 
entfarbt wird, wihrend Nitratkulturen fast unverdndert blau bleiben. 

Von einer kolorimetrischen Bestimmung der Farbintensitat 
wurde Abstand genommen, da sich die Verainderung des Farbtons 
auch mit unbewaffnetem Auge geniigend deutlich verfolgen laBt. 





Nach || 12 Stunden 24 Stunden 2 Tagen 3 Tagen 
Versuch 1. 
Ammonsulfat ... . hellblau | fast entfarbt - farblos 
eee ee tiefblau tiefblau - hellblau 
Versuch 2. 
Ammonsulfat .... -- ' hellblau entfarbt — 
Ammonchlorid. ... — e ‘ 
Ammonphosphat, prim. _| ™ * 
es sek. " . 
n tert. a 
Versuch 3. 
Ammonsulfat hellblau entfarbt 
Ammonnitrat - rf —_ 
Calciumnitrat .. tiet blau tiefblau 
Kalinitrat . - 
Natriumnitrat ‘ - 
Versuch 4. 
Ammonsulfat . hellblau entfarbt 
Ammontartrat ... . * i 
SEE soy 3 Se blau hellblau _ 
Asparagin . . hellblau fast entfarbt 


er 


(griinlich) 
fast entfarbt 
(grinlich) 
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Je 500 ccm Nahrlésung wurden 5 cem 0,2 °,iges Methylenblau gegeben, 
entsprechend einer Gesamtkonzentration von 0,002°, oder 10 mg 
je Kolben. 

Derartige Versuche wurden in verschiedenen Kombinationen 
ausgefiihrt und ergaben immer das gleiche Resultat: die Ammon- 
kulturen sind nach kurzer Zeit entfirbt, die Nitratkulturen verindern 
ihre Farbe nicht oder zumindest viel langsamer. Ammonnitrat steht 
in seinem Verhalten zu Methylenblau merkwiirdigerweise eng bei den 
anderen Ammonsalzen. Organische Ammonsalze verhalten sich prin- 
zipiell gleich wie anorganische. Auf Harnstoff und auf Aminoséuren 
erfolgt die Entfarbung von Methylenblau in gleichem Sinne wie auf 
Ammonstickstoff, nur im allgemeinen etwas langsamer. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daB die langsamere Entfarbung auf Aminoséuren 
mit der von FKhrlich! studierten Bildung héherer Alkohole aus Amino- 
sduren bei der Hefegirung, einem ProzeB, der stark reduktiven Charakter 
hat, zusammenhangt. 

In weiteren Versuchsreihen wurde Ammonsulfat mit verschiedenen 
Nitraten insofern verglichen, als den Ammonsulfatkulturen nach der Ent- 
farbung frisches Methylenblau zugefiigt wurde. Es trat langstens nach 10 bis 
12 Stunden immer wieder Entfarbung ein, erst nach 8- bis 10maliger 
Gabe, entsprechend einer Konzentration von insgesamt 0,02%, blieb die 
obere Schicht der Kulturfliissigkeit griinlich bis blaugriin gefarbt. Offenbar 
macht sich bei dieser relativ hohen Konzentration die Wirkung des Luft- 
sauerstoffs bemerkbar, indem an der Oberflache die gebildete Leucobase 
wieder zur gefarbten Verbindung reoxydiert wird. Wir sehen darin kein 
Erlahmen der Reduktionskraft der Hefe, sondern den Ausdruck eines 
Gleichgewichtszustandes zwischen physiologischer Reduktasenwirkung und 
tinfluB des Luftsauerstoffs. 

Aus den geschilderten qualitativen Versuchen mit Methylenblau 
ergibt sich die bemerkenswerte Feststellung, daB eine glatte Reduktion 
von Methylenblau zur farblosen Leucoverbindung nur auf Ammon- 
salzen als N-Quelle erfolgt bzw. auf Verbindungen, deren Stickstoff 
dem Ammon-N nahesteht (Amid- und Aminstickstoff). Liegt der 
Stickstoff ausschlieBlich in Nitratform vor (Ca-, K- und Na-Nitrat), 
so unterbleibt die Entfarbung oder geht wenigstens viel langsamer 
vor sich. 

Wie bereits erwahnt, konnte der angestrebte Zweck, namlich 
eine Ablenkung der reduktiven Wirkung garender Hefe vom Nitrat 
auf Methylenblau, in diesen Versuchen nicht erreicht werden, dafiir 
ergab sich aber ein neuer, nicht uninteressanter Einblick in das Wesen 
dieser biologischen Reduktion. Offenbar wird Nitrat, das auch sonst 
im biologischen Geschehen der Zelle eine Rolle spielt, leichter angegriffen 
als das zellfremde Methylenblau. 


! Ber. d. D. chem. Ges. 60, 1027, 1927. 
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Es ist nicht ausgeschlossen, da dabei die Wasserst offionenkonzentration 
eine entscheidende Rolle spielt, da Bernheim’ an Kartoffel-Oxydoredukase 
zeigen konnte, da Entfarbung von Methylenblau nur in der schmalen 
Zone von py 7,3 bis 7,8 erfolgt, wihrend die Reduktion von Nitraten sich 
iiber ein Intervall von py 3,0 bis 8,6 erstreckt. Beachtenswert sind auch 
die Feststellungen von Michlin?, der die Geschwindigkeit der Nitratreduktion 
beim pflanzlichen Ferment (ein Oxydoredukasepraparat aus Kartoffeln) 
im Vergleich zu einem Praéparat aus Milch etwa 250mal so grof} findet 
wie die Methylenblaureduktion. 

Es schien zweckmaBig, die Frage der py-Wirkung in einem Versuch 
zu iiberpriifen. Es wurde, wie in Kapitel 2 einerseits mit sekundar-tertiarer 
Phosphatmischung, andererseits mit Milchséure gepuffert und die Farb- 
anderung zugesetzten Methylenblaus nach 18 Stunden beobachtet. 





Versuch 5 
Anfangs~py End-py Farbe 

a) prim. Phosphat: 

ee 5,68 2,76 entfarbt 

2. Kalinitrat. .... 5,68 3,74 hellblau 
b) Sekund.-tert. Phosphatmischung: 

1. Ammonsulfat : 7,86 3,12 entfarbt 

Se reer ae 8,19 6,15 hellblau 
c) Milchsaure: 

1. Amemoneulfat ....... 2,44 2,50 fast entfarbt 

2. Kalinitrat . 2.36 2,34 dunkelblau 


Die beziiglich Pufferung gemachten Erfahrungen des Kapitels 2 
(Milchséure halt gut, Phosphat schlecht) wurden vollauf bestatigt. Be- 
ziiglich der Methylenblauentfairbung ist besonders instruktiv die Reihe mit 
Milchséure (c): obwohl der pg bei beiden Stickstofformen derselbe war, 
trat Entfarbung doch nur auf Ammon-N, nicht dagegen auf dem Nitrat ein. 

Einige Versuche mit Aspergillus niger lieBen iibrigens erkennen, dab 
auch bei diesem Organismus zugesetztes Methylenblau durch Nitrat als 
N- Quelle vor der Entfarbung geschiitzt wird. Der Vorgang geht langsamer 
vor sich als bei Hefe (einige Tage gegeniiber wenigen Stunden), hat aber 
in giinstigen Fallen den iiberraschenden Effekt, da8 die Mycelien auf Ammon - 
salz schneewei}, dagegen auf Nitrat intensiv blau gefarbt sind. Es wird 
also offenbar Methylenblau aufgenommen, auf Nitrat als N-Quelle aber 
auch im Mycel nicht entfarbt. 


Auch fiir andere durch Hefe reduzierbare Korper scheint es nicht 
gleichgiltig zu sein, ob der Stickstoff als Ammoniak oder als Nitrat 
angewendet wird. So konnte z. B. in Versuchen mit Aspergillus beob- 
achtet werden, daB Molybdansaiure bzw. molybdansaure Salze, die 
an sich farblos sind, nach kurzer Zeit intensive Blaufarbung der Nahr- 
lésung hervorrufen; wohl infolge von Reduktion des Mo(6)0,-Ions 


1 Biochem. Journ. 22, 344. 
? Diese Zeitschr. 202, 329, 1928. 
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zu Mo(4) und Bildung eines der tiefblau gefarbten Mo(4)-Molybdate. 
Dasselbe kann man auch in Hefekulturen beobachten, z. B. bei Zusatz 
von 0,5 bis 0,03 °,, Ammonmolybdat, wobei auf Ammonsalz als N- Quelle 
die Blauung rascher und intensiver erfolgt als auf Nitrat. Der Unter- 
schied ist zwar nicht so auffallend wie bei Methylenblau, aber deutlich 
merkbar. 

Bei anderen Kérpern, wie z. B. bei Schwefel (Reduktion zu Schwefel- 
wasserstoff), bei Nitrobenzol (Reduktion zu Anilin) und bei Valeraldehyd 
(Reduktion zu Amylalkohol) scheint allerdings gerade das Umgekehrte 
einzutreten, naimlich starkere Reduktion auf Nitrat. Wir sind, gemeinsam 
mit Herrn Dr. Mengdehl, noch damit beschiftigt, den Grund fiir dieses 
unerwartete Verhalten aufzuklaren, das in direktem Gegensatz zu den bei 
Methylenblau und bei Molybdat gemachten Erfahrungen steht. Vorliufig 
143t sich nur sagen, dali die Wasserstoffionenkonzentration nicht mali- 
gebend ist, daB dagegen der Nitritgehalt von Bedeutung zu sein scheint, 
da z. B. in Versuchen mit Schwefel die Ausbeute an Schwefelwasserstoff 
auf den Ammonkulturen steigt, wenn man kleine Mengen Nitrit (etwa 
1 bis 10 mg N,O, je Liter) zusetzt. 


Zusammenfassung. 

Qualitative Versuche mit Methylenblau haben ergeben, daB dieser 
Farbstoff auf Nitrat als N-Quelle durch girende Hefe nicht oder zu- 
mindest wesentlich langsamer reduziert wird als auf Ammon-N. Das- 
selbe konnte auch bei molybdansauren Salzen beobachtet werden, bei 
anderen Kérpern wie Schwefel, Nitrobenzol und Valeraldehyd erfolgt 
jedoch die Reduktion auf Nitrat starker. 


Kapitel 7. 
Quantitative Methylenblauversuche. 
Es war nicht ausgeschlossen, da8 durch die im vorigen Kapitel 
beschriebene Wirkung von Methylenblau auch die quantitativen Hefe- 





Trockengewicht der Hefe in g 
anit Methylenblau ohne Methylenblau 


Mittel Mittel 
Versuch 1. 
. 0.6 , 037 . 
Se a ae ay 0,969 aoa 0,965 
Ammonchlorid . . . tre eon 0,923 — 0,938 
a Ave 

Ammonphosphat, primar . . yo 1,082 ae 1,162 
, 1,047 on 1,189 

‘ sekundar . 1198 1,123 11042 1,115 
1,247 1,172 


" tertiar .. 1991 1,234 1207 1,189 
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Trockengewicht der Hefe in g 
mit Methylenblau ~~ ohne Methylenblau_ 


Mittel g Mittel 


Versuch 2. 


Ammoneatet ... ..: ss see 1,145 ey 1,210 
Ammonnitrat ....... roan 0,877 ye 1,019 
Calciumnitrat ....... rie hd 0,650 a 0,710 
Keliumnitrat........ || Ogee 0,385 yr 0,436 
Natriumnitrat ae 0,511 “em 0,447 
Versuch 3. 
CO ee eee : yee 1,097 ot 1,279 
Ammontartrat. 2.2... . | Vooq 1,286 _— 1,287 
ae EE ee Ia on 1,265 ae 1,327 
Rs eae arse 4 1,580 oo 1,584 
Pepton a 1,936 a 1,869 


ausbeuten verschoben wiirden. Diese Annahme trifft nicht zu, 
folgende Versuche zeigen, daB durch Methylenblauzusatz in der 
Hohe der friiheren Versuche das Trockengewicht der Hefe nicht 
beeinfluBt wird. 


Die Differenzen zwischen den ohne und mit Methylenblau gefiihrten 
Versuchen sind gering, sie gehen iiber 12°, nicht hinaus und liegen 
somit innerhalb der Fehlergrenzen, mit denen man in biologischen 
Versuchen dieser Art im allgemeinen rechnen mu8. Die in den einzelnen 
Parallelversuchen erhaltenen Werte fiir die verschiedenen Stickstoff- 
verbindungen liefern einen weiteren Beitrag zu der im ersten Teil 
gegebenen Tabelle I. 


Zusammenfassung. 


Methylenblau (10 mg im Liter) hat auf das Trockengewicht von 
Hefekulturen, gleichgiiltig ob auf organischem oder auf anorganischem 
Stickstoff angesetzt, keinen Einflu8. Es wirkt innerhalb der Febler- 
grenzen weder férdernd noch hemmend. 
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Kapitel 8. 


Nitrate in geliifteten Kulturen. 


In gehifteten Kulturen, die nach Art der im ersten Teil, Kapitel 5 
beschriebenen Versuche angesetzt wurden, konnte éfters beobachtet 
werden, da sich auf Nitraten als Stickstoffquelle die Hefe relativ 
stirker vermehrte als auf Ammonsalzen. 





Ammonsulfat ae 
‘ geliftet . 
Kalinitrat he 
" gelaftet 
Ammonsulfat j 
" geliftet 
Natriumnitrat rae 
= geliiftet . 
Ammonsulfat — 
Z geliftet 
Calciumnitrat . a 
” geliiftet . 


Trockengewicht 
g 


Versuch 1. 
0,459 
1.874 
0,149 
1,678 

Versuch 2. 
0,669 
2.492 
0,264 
1,829 

Versuch 3. 
0,609 
2.694 
0,147 
1.805 


Verhiltnis der Trockengewichte 


Ammonsulfat : Kalinitrat 
ungeliiftet 100,0 : 30,2 
geliftet 100.0 : 89,6 


Ammonsulfat : Natriumnitrat 
ungeliftet 100,0 : 39,7 
geliiftet 100,0 : 76,2 


Ammonsulfat : Calciumnitrat 
ungeliftet 100,0 : 24,5 
geliiftet 100,0 : 67,1 


Es konnte sogar 6fters beobachtet werden, daB die absoluten, 
auf Nitrat erhaltenen Mengen gréSer waren als der Zuwachs auf 





Ammonsalz : 
———e Verhaltnis der Trockengewichte 
Versuch 4. 
Ammonsulfat ee 0,701 
= geliftet . 1.631 Ammonsulfat : Kalinitrat 
Kalinitrat ae 0,298 ungeliiftet 100,0: 42,6 
" geliftet 2,295 geliiftet 100.0 : 147.5 
Versuch 5. 
Ammonchlorid ‘ 0,691 
‘ geliiftet 2,676 Ammoncblorid : Calciumnitrat 
Calciumnitrat . “ean 0,229 ungelaftet 100,0: 33,1 
. geliiftet . 3,764 geliftet 100.0 : 140,7 
Versuch 6. 
Ammonphosphat, primar . 0,982 
geliftet 2.711 Ammonphosph. : Natriumnitrat 
Natriumnitrat . ny 0,310 ungeliaftet 100,0: 31,6 
m geliiftet 3,665 geliftet 100.0: 138.9 


Derartige, in gréBerer Zahl ausgefiihrte Versuchsreihen, bei denen 
,verschiedene Ammonsalze mit verschiedenen Nitraten kombiniert 
wurden, ergaben ein ziemlich einheitliches Bild: in etwa ein Drittel 
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der angesetzten Versuche erwiesen sich die Nitrate den Ammonsalzen 
iiberlegen; in den restlichen zwei Dritteln war eine deutliche Ver- 
schiebung des Verhaltnisses Ammonsalz zu Nitrat zugunsten des Nitrats 
festzustellen, derart, daB, wabrend in ungeliifteten Kulturen das Ver- 
haltnis durchschnittlich 100 : 30 war, es hier unter 100 : 50 nicht herunter- 
ging, sondern meistens héher lag; nur in wenigen Versuchen anderte 
sich das normale Verhaltnis nicht, die Liiftung war wirkungslos. 

Naher auf die erhaltenen Zahlen einzugehen, ist iiberfliissig, da 
diese Versuchsreihen vorerst nur zeigen, daB in geliifteten Kulturen 
der relative Hefezuwachs auf Nitrat betrachtlich steigt und sogar 
den auf Ammonsalz iibertreffen kann. Wenn die Nitritbildung, wie 
in der Einleitung zum zweiten Teile auseinandergesetzt wurde, der 
eigentliche wachstumshemmende Faktor fiir Nitrate ist, dann miissen 
sich Beziehungen zum Nitritgehalt der Nahrlésung finden lassen. 
Diesen Fragen sind die folgenden Versuche (7 bis 10) gewidmet. Das 
Nitrit wurde kolorimetrisch nach Griess-Ilosvay bestimmt. 





a ss Mittel | jo Eogagn | Mittel 
Versuch 7. 
Ammonsulfat. . . . . evs ae 1,262 a -- 
2 geliiftet . . . 682 3,397 on — 
Natriamnitrat ....... 0885 0,725 Te 82,0 
° gelaftet...) 3823 | 3,608 i 63 
Versuch 8. 
a | Pans 2.568 a — 
2 geliftet ... re 6,348 ms -- 
Calciumnitrat ....... 0/698 0,703 123 16,4 
: adie... ae 8,089 = 3,5 
Versuch 9. 
Ammomeuiat .. wk te rey 2,473 | ws | es 
i geliftet .. . rye 4,651 oa | _ 
Kalinitrat ..- | Qa | ome >| 


5,482 one 
‘ MRE 5 5a, x 5110 5,296 0:75 0,49 
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Trockengewicht : mg N20, ; 
. Mittel je 1000-cem Mittel 
Versuch 10. 
; 0,985 = 
Ammonchlorid. ...... fame 0,967 
geliiftet 4,498 4,464 “ _ 
” iat i 4,435 . — 
Tea 0,353 at 16,0 . 
et ee mere tee 0/385 0,369 16.0 16,0 
a 4,950 is Spur . 
” geliftet. .... 4901 4,926 aoe Spur 


Diese Versuche erbringen einen wichtigen Beweis dafiir, daB die 
schlechte Wirkung von Nitraten als Stickstoffquelle fiir Hefe in erster 
Linie in dem giftigen, durch biologische Reduktion entstehenden 
Nitrit zu suchen ist. Wird der Nitritgehalt auf eine analytisch kaum 
mehr greifbare Menge herabgedriickt, dann wirken, wie die Versuche 7 
bis 10 anschaulich zeigen, Nitrate ebensogut oder noch besser wie 
Ammonsalz. Ob die giinstige Wirkung der stiindigen und ziemlich 
kraftigen Durchliiftung (5 Liter je Stunde) darin zu sehen ist, dab 
das entstehende Nitrit sofort wieder oxydiert wird oder ob infolge 
der Durchlhiftung eine nennenswerte Nitritbildung gar nicht stattfindet, 
indem der Stoffwechsel der Hefe in anderer Form verlauft, soll hier 
nicht weiter diskutiert werden und ist aus den Versuchen auch nicht 
zu ersehen. Es geht daraus nur hervor, daB in kriaftig geliifteten Nitrat- 
kulturen die am Ende des Versuchs nachweisbare Nitritmenge gegeniiber 
ungelifteten Kulturen auf ein Minimum sinkt und dementsprechend 
der Hefezuwachs ganz enorm ansteigt. 


Zusammenfassung. 

Der in ungeliifteten Nitratkulturen von Hefe betrichtliche Nitrit- 
gehalt der Lésung sinkt bei kraftiger Liiftung auf ein Minimum; dem- 
entsprechend gestaltet sich das Wachstum der Hefe auf Nitrat erheblich 
giinstiger und iibertrifft sogar vielfach die Hefemenge, welche unter 
gleichen Bedingungen auf Ammonsalz erhalten wird. 


Kapitel 9. 
Zusatz von Nitrit zu Ammonsalz. 


Die im vorigen Kapitel beschriebenen Versuche bringen einen 
indirekten Beweis fiir die Annahme, daB die unter normalen Bedingungen 
schlechte Wirkung von Nitraten auf der infolge des Reduktionsver- 
mégens garender Hefe gebildeten Nitritmenge beruht. Im folgenden 
konnte dieser Beweis noch direkt gefiihrt werden, indem Hefekulturen 
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mit Ammonsulfat als N-Quelle steigende Mengen Natriumnitrit, ent- 
sprechend einem N,O,-Gehalt von 5 bis 160 mg im Kolben, erhielten. 
In Parallele dazu wurde Ammonsulfat ohne Nitritzusatz und Kalinitrat 
angesetzt, dessen Nitritgehalt am Schlusse bestimmt wurde. 

In der folgenden Tabelle sind die erhaltenen Trockengewichte 
aus zwei derartigen Versuchsreihen zusammengestellt. 





Versuch 1 Versuch 2 
g Mittel nas ~ Mittel _ 
Ammonsulfat, ohne Nitrit . . a 1,170 oo 1,306 
5mg NOs . err 1,133 ot 1,224 
oo we ee. Foe 0,613 oo 1,129 
, 20 , Nes wane 0,532 eo 1,043 
5. lips cae | 0a | Oe | oes 
80 , Ny Os Pon 0,306 yt 0,441 
a on 0,290 nos 0,270 
Kalinitrat. 2.2... ryt} 0,485 — 0,425 
N,O3-Gehalt der Nitratkolben 2 74 
in mg/Liter . . aha 99 21 88 81 


' : 
Diese Werte, graphisch aufgetragen, ergeben nachstehendes Bild. 
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Es geht daraus anschaulich hervor, daB mit steigendem Nitrit- 
gehalt das Hefewachstum abnimmt. Besonders hingewiesen sei auf 
die durch Kreuze (+-) markierten Werte der parallelen Nitratkolben, 
die fast genau auf die Ammonsulfatkurven zu liegen kommen. In beiden 
Fallen ist also der Nitritgehalt der Lésung (in einem Falle in bekannter 
Menge zugesetzt, im anderen Falle analytisch festgestellt) das Be- 
stimmende, gleichgiiltig, ob Nitrat oder Ammonsalz als Stickstoffquelle 
gegeben wurde. 


Zusammenfassung. 


Zusatz von Nitrit zu Ammonkulturen wirkt hemmend auf das 
Hefewachstum. Das Trockengewicht auf parallelen Nitratkulturen 
ist fast genau so groB wie das der entsprechenden Ammonkultur von 
gleichem Nitritgehalt. 


Kapitel 10. 


Versuche mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Ankniipfend an die Beobachtungen des Kapitels 8 schien es 
aussichtsvoll, das in normalen Nitratkulturen auftretende Nitrit durch 
gelinde Oxydationsmittel wegzuschaffen und auf diese Weise den 
Hefeertrag auf Nitrat als Stickstoffquelle zu verbessern. Als Oxydations- 
mittel wurde Wasserstoffsuperoxyd gewahlt, welches den Vorteil 
hat, daB es bald zersetzt wird und keine schidigenden Bestandteile 
hinterlaBt; Kaliumpermanganat oder sehr verdiinnte Chromsaure 
bewahrten sich nicht. Die Anwendung erfolgte in der Weise, daf, in 
einer Serie der wie iiblich vorbereiteten Kulturen (1 Literkolben mit 
500 cem Niahrlésung) nach der Impfung mit Hefe und _fiinf- 
stiindiger Bebriitung in Zeitabstanden von 4 bis 5 Stunden je 5 ccm 
3% iges H,O, (aus Perhydrol Merck verdiinnt) unter’ Umschiitteln 
zugefiigt wurde. 


Nachfolgende, aus einer gréBeren Reihe ausgewahlte Versuche 
zeigen, da das Hefewachstum bei dieser Behandlung entschieden 
leidet, indem die Ammonkulturen merklich zuriickbleiben. In Parallele 
dazu ist aber bemerkenswert, daB sich das Trockengewicht auf Nitrat 
relativ bessert und an die Ammonwerte heranreicht. Da im Gegensatz 
zu den Kontrollkulturen in den mit Wasserstoffsuperoxyd behandelten 
Nitratkolben. Nitrit nicht oder nur in Spuren festzustellen war, ist 
diese relative Annaherung der Nitratwerte an die Ammonausbeuten 
offenbar in der Entfernung des schidlichen Nitrits zu suchen, womit 
die aus den Versuchen der Kapitel8 und 9 gezogenen Folgerungen 
eine weitere Bestatigung erfahren. 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 29 
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Trockengewicht 


Versuch 1. 


Ammonchlorid ohne Zusatz . 
Kalinitrat ohne Zusatz . 
Ammonchlorid, Wasserstoffsuperoxyd . 


Kalinitrat, Wasserstoffsuperoxyd . 


Versuch 2. 


Ammonchlorid ohne Zusatz . 
Natriumnitrat ohne Zusatz . 
Ammonchlorid, Wasserstoffsuperoxyd . 


Natriumnitrat, Wasserstoffsuperoxyd . 


Versuch 3. 


Ammonsulfat ohne Zusatz 
Natriumnitrat ohne Zusatz . 
Ammonsulfat, Wasserstoffsuperoxyd 


Natriumnitrat, Wasserstoffsuperoxyd . 


0,451 
0,409 


0,414 
0,407 
0,381 
0,353 


Versuch 4. 


Ammonsulfat ohne Zusatz 
Kalinitrat ohne Zusatz . 
Ammonsulfat, Wasserstoffsuperoxyd 


Kalinitrat, Wasserstoffsuperoxyd . 


1,317 
1,321 
0,381 
0,491 
0,229 
0,236 
0,154 
0,161 


Versuch 5. 


Ammonsulfat, ohne Zusatz 
Calciumnitrat, ohne Zusatz . 
Ammonsulfat, Wasserstoffsuperoxyd . 


Calciumnitrat, Wasserstoffsuperoxyd 


0,792 
0,822 
0,319 
0,347 


0,244 
0,291 


0,241 
0,273 


Mittel 


0,819 


0,451 


0,367 


0,327 


1,012 


0,514 


0,348 


0,240 


0,979 


0,430 


0,410 


0,367 


1,319 


0,436 


0,232 


0,157 


0,807 


0,333 


0,267 


0,257 


Verhaltnis- 
zahl 


100 
55.0 
109 


89,1 


100 


100 


69,0 


100 
43.9 
100 


89,5 


100 
33,0 


100 


100 
41,2 
100 


96,3 
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‘Zusammenfassung. 


Durch 6fteren Zusatz von sehr verdiinntem Wasserstoffsuperoxyd 
(5 cem 3 °,,iges H,O, auf 500 cem Lésung) werden auf Nitrat als Stick- 
stoffquelle Hefeernten erhalten, welche sich der parallelen Ammonkultur 
weitgehend nahern. Diese relative Besserung des Hefewachstums 
auf Nitrat ist jedenfalls in der oxydativen Entfernung des schidlichen 
Nitrits zu suchen. 


Zusammenfassung. 


Den Ausgangspunkt der Untersuchungen bildete die Frage nach 
dem relativen Nahrwert von Nitratstickstoff einerseits und Ammoniak- 
stickstoff andererseits, die uns in ausgedehntem Mafe beziiglich der 
héheren Pflanze beschaftigt. Im Zusammenhang damit schien es 
wiinschenswert, auch Mikroorganismen auf ihre Einstellung zu Nitrat 
und Ammoniak zu priifen, wobei die Hefe, welche tibereinstimmend 
als ausgesprochener ,,Ammoniakorganismus bezeichnet wird, ein 
geeignetes und aussichtsreiches Objekt zu sein versprach. 


In bester Ubereinstimmung mit bekannten Erfahrungen wurde 
erneut festgestellt (Kapitel 1), daB sich normalerweise Nitrate als 
Stickstoffquelle fiir Hefe schlecht eignen; das Wachstum bleibt hinter 
Vergleichskulturen mit Ammonsalz betrachtlich zuriick und betrug 
in unseren Versuchen nur ¥, bis 1/, der auf Ammonsalz gewachsenen 
Hefemenge. Die phystologische Reaktion der Stickstoffsalze (Nitrate 
alkalisch, Ammonsalze sauer), welche fiir die hihere Pflanze ein wichtiges 
Moment darstelli, kann fiir Hefe nicht ausschlaggebend sein, wie in Kapitel 2 
dargelegt wird. Als entscheidend ist jedenfalls die Selbstvergiftung infolge 
biologischer Nitritbildung anzusehen. 

In Nitratkulturen von Hefe ist, wie bereits von friiheren Autoren 
wiederholt beobachtet wurde, immer Nitrit nachzuweisen. Es gelang, 
diesen fiir die Pflanze schadlichen Stoff zu entfernen bzw. den Stoff- 
wechsel der Hefe so zu leiten, daB auch auf Nitrat als Stickstoffquelle 
salpetrige Saure kaum mehr nachzuweisen ist. Dies wurde erreicht 


a) durch Liiftung der Garansitze (Kapitel 8), 
b) durch Behandeln mit Wasserstoffsuperoxyd (Kapitel 10). 


In beiden Fallen besserte sich das Hefewachstum auf Nitrat ganz er- 
heblich und iibertraf sogar in einzelnen Fallen das Wachstum auf 
der parallelen Ammonkultur. Es ist also méglich, durch entsprechende 
biologische Behandlung Wachstumsbedingungen zu schaffen, wnter 
denen die sonst ,,nitratfeindliche’’ Hefe auch auf diese Stickstofform 
gut anspricht. 


29+ 
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Ein direkter Beweis fiir die Giftigkeit kleiner Nitritmengen konnte 
dadurch erbracht werden, daB zu Ammonsalz als Stickstoffquelle 
steigende Mengen Nitrit hinzugefiigt wurden (Kapitel 9). 

Versuche mit Methylenblau (Kapitel6) fihrten zu der iiber- 
raschenden Feststellung, daB auf Nitrat als Stickstoffquelle die sonst 
rasche Entfdrbung des Methylenblaus unterbleibt; offenbar wirkt sich die 
starke Reduktionskraft girender Hefe in erster Linie an vorhandenem 
Nitrat und erst bei Fehlen dieses an kérperfremden Stoffen aus. 

Weitere Beobachtungen iiber die Konzentration der Zuckerlésung 
und die damit zusammenhangende Verschiebung des ékonomischen 
Koeffizienten (Kapitel 4), iiber den hemmenden Einflu8 des Garungs- 
alkohols (Kapitel 3) und das Hefewachstum bei verschiedenen Gasen 
(Kapitel 5) bestatigen und erweitern bekannte Tatsachen und stehen 
nur in losem Zusammenhang mit den eigentlichen Versuchen iiber die 
Wirkung von Ammon- und Nitratstickstoff. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Direktor Dr. A. Mittasch 
fiir sein stets férderndes Interesse an der Arbeit meinen verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 
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Zur Frage nach dem Ubergang des Alkohols in den Harn 
durch Diffusion. 


Von 


Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut Lund.) 
(Eingegangen am 23. Dezember 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die friiher von Overton (1), spater von mir (2) (3), Chabanier 
und Ibarra-Loring (4) hervorgehobene Erscheinung, daB der Alkohol 
durch Diffusion in den Harn tibergeht, und daB die konzentrierende, 
sekretorische Tatigkeit der Nieren sich hierbei nicht geltend machen 
kann, ist seit den genannten Veréffentlichungen von mehreren Seiten 
verneint worden. Unter denen, die glauben, daB sich andere Prozesse 
als die Diffusion geltend machen, erwihne ich Kionka und Haufe (5), 
Southgate (6), Schwarz (7) und in gewissem MaBe auch Miles (8). 

Bei Aufnahme der Frage zu erneuter Priifung finde ich nun, daB 
die gegen oben erwihnte Diffusionstheorie vorgebrachten Argumente 
teils einer mangelhaften Methodik bei den Alkoholbestimmungen 
(Kionka u.a.) ihre Entstehung verdanken, teils auch dem Umstand, 
daB der Alkoholgehalt des Harns theoretisch genommen durch Dif- 
fusion einen etwas héheren Wert als das Totalblut erhalten muB, und 
teils schlieBlich, daB gewisse VorsichtsmaBnahmen eingehalten werden 
miissen, wenn bei der Bestimmung des Alkoholgehaltes im Harn 
richtige Werte erhalten werden sollen. 


In bezug auf die Bestimmungsmethode will ich hervorheben, 
daB8 meiner Auffassung nach ein ziemlich betrachtlicher Teil der Be- 
stimmungen, die itiber den Alkoholgehalt in Geweben, Blut und Harn 
veréffentlicht worden sind, wegen allzu oberflachlicher Kontroll- 
bestimmungen an Lésungen mit bekanntem Alkoholgehalt unsicher 
sind. Betreffs der Methode von Kionka will ich mit Fraenkel und 
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Nikolai (9) hervorheben, daB dieselbe keineswegs spezifischer fiir 
Athylalkohol ist als die Chromsaéuremethode. Der Alkohol hat eine 
ziemlich geringe Molekularrefraktion, und fliichtige Verbindungen 
kénnen offenbar die Interferometerwerte in gleicher oder gréBerer 
Ausdehnung beeinflussen als bei der Reduktion von Chromsaure. 
Wenn Kionka und Hirsch die Genauigkeit ihrer Messungen zu 0,003 
bzw. 0,006 °/,) deshalb angeben, weil ein Teilstrich auf der Skala diesen 
Werten entspricht, so ist dies natiirlich ganz unrichtig. Die Ver- 
wendung eines Reduktionsfaktors mit nur einer Signifikativzahl gibt 
leicht groBe relative und noch gréBere absolute Fehler. Angenommen, 
daB der Faktor anstatt dessen 0,0031 betriige, so wiirde dies bedeuten, 
daB die Berechnung mit dem Faktor der Verfasser tiber 3 °/, zu niedrige 
Werte ergebe. Die Destillation des Alkohols diirfte auch sehr unzu- 
verlassig sein, da die Verfasser selbst Beispiele anfiihren, daB, wenn 
man die Destillation geniigend lange fortsetzt, von dem dem Blute 
zugesetzten Alkohol nichts wiedergefunden wird. Hierdurch wird 
wahrscheinlich folgendes eigentiimliche Ergebnis erklart: ,,Die Alkohol- 
zunahme, welche nach einmaliger Alkoholzufuhr in Form von zwei 
Flaschen Bier bei Genu8 einer kraftigen Mahlzeit im Blute auftritt, 
ist kleiner als sie gelegentlich nach Kohlenhydratzufuhr ohne Alkohol- 
einnahme beobachtet wird‘ [Kiihn (10)]. 


Wenn man den Alkoholgehalt im Blute und gleichzeitig den des 
wahrend eines kurzen Zeitabschnittes abgesonderten Harns zu_ be- 
stimmen versucht, findet man, daB der Alkoholgehalt des Harns 
15 bis 20°, héher ist als der des Blutes. Dieser Konzentrationsunter- 
schied mu8 indessen, wie schon Miles (8) hervorgehoben hat, aus dem 
Grunde vorhanden sein, weil die Verteilung des Alkohols zwischen 
Blutkérperchen und Plasma eine solche ist, daB das Plasma einen etwas 
héheren Alkoholgehalt aufweist als die Blutkérperchen. Der Wert 
des Totalblutes wird demnach etwas niedriger sein als der des Plasmas. 
Der Vergleich mu8 also in erster Hand zwischen Plasma und Harn 
und nicht zwischen dem Alkoholgehalt des Totalblutes und des Harns 
stattfinden. Nachdem Miles (7) diesen Umstand hervorgehoben hat, 
ware es vielleicht iiberfliissig, denselben des weiteren zu betonen. 
Ich will jedoch folgende Unterschiede anfiihren, die wir zwischen 
dem Alkoholgehalt des Totalblutes und des Plasmas von Hundeblut 
erhalten haben: 





Konzentration Konzentration °/9 héher 
im Totalblut im Plasma im Plasma 
1,04 1,26 21 
1,89 2,13 13 
1,12 1,32 18 


1,25 1,38 10 
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Miles findet indessen, daB dieses Verhialtnis nicht hinreicht, um 
gewisse hohe Differenzen zu erklaren, die man zuweilen zwischen dem 
Alkoholgehalt des Blutes und des Harns findet, Differenzen, die 
mitunter bis zu 50°, betragen kénnen. 

Im folgenden werde ich zeigen, daB diese Differenz restlos dadurch 
erklart werden kann, daB die Bestimmungen von Miles sowie mehrerer 
anderer Forscher fehlerhaft sind, da eine Fehlerquelle bei der Bestimmung 
des Alkoholgehalts des Harns vorhanden ist, die sich bei der Bestim- 
mung des Alkoholgehalts des Blutes nicht zu erkennen gibt. Ich gebe zu, 
daB ich selbst nur infolge gliicklicher Umstande nicht auch ein Opfer 
dieser Fehlerquelle geworden bin. 1924 fand Heilner (11) bei Alkohol- 
bestimmungen im Harn mit meiner Mikromethode, daB 24°, der unter- 
suchten Fille variierende Mengen Alkohol zeigten, auch wenn die 
Versuchspersonen keinen Alkohol genossen haben. Der héchste Wert 
betrug nicht weniger als 0,84 °/,9. Aus diesem Grunde glaubt er berechtigt 
zu sein, von einer ,,endogenen Alkoholurie“ zu sprechen. Ich habe 
diese von Heilner veriffentlichten Beobachtungen nachgepriift und 
gefunden, da8 man beim Ausfiihren von Bestimmungen des Alkohol- 
gehalts im Harn mit der Bichromatmethode auch an einer groBen 
Anzahl von Personen Werte erhalt, die den normalen Alkoholgehalt 
des Blutes, etwa 0,03 °/99, betrachtlich tibersteigen. Tabelle I gibt eine 
Ubersicht iiber derartige Bestimmungen, die teils an gesunden Stu- 
denten ausgefiihrt wurden, die waihrend der letzten 12 Stunden keinen 
Alkohol zu sich genommen haben, teils an Harn von Krankenhaus- 
patienten, die gleichfalls keinen Alkohol oder solche Medikamente er- 
halten haben, die das Auftreten fliichtiger, reduzierender Bestand- 
teile im Harn veranlassen kénnten. 

Die Bestimmungen sind mit der Mikromethode des Verfassers 
ausgefiihrt. Diese ist jedoch nicht fiir zuverlassige quantitative Be- 
stimmungen unter 0,1°/5) geeignet, weshalb die Werte unter dieser Zahl 
als normal zu betrachten sind. Von 65 untersuchten Fallen zeigten 
laut der Tabelle I 39 oder 60 °;, normale Werte. 26 mal oder in 40°, der 
Falle wurden erhéhte Werte erhalten. Der héchste beobachtete Wert 
war 0,38 °/>9. 

Tabelle I. 
Reduktionswerte, erhalten mit der Mikromethode des Verfassers an Harn 
von Personen, die keinen Alkohol bekommen haben. 
Die Titrationsresultate sind als Athylalkohol berechnet. 





Konzentration in °/99 Anzahl der Fille Konzentration in °/ 99 Anzahl der Fille 
0 —0,05 19 0,21—0,25 4 
0,06—0,10 20 0,26—0,30 2 
0,11-—0,15 11 0,31—0,35 0 


0,16—0,20 8 0,35—0,40 
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Die Entstehung dieser erhéhten Werte wird verstindlich, wenn 
man bei der Bestimmung die Reaktion des Harns veraindert. In 
Tabelle II sind einige Analysen von Harn mitgeteilt, dessen Reduktions- 
wert bei unveranderter, bei alkalischer und bei saurer Reaktion be- 
stimmt worden ist. Drei 50-cem-MeBkolben werden mit bzw. 2 ccm 
Wasser, 1,8n Lauge und 5,5 n Schwefelsiure beschickt, worauf die 
Kolben bis zur Marke mit Harn aufgefillt werden. In den mit 
Wasser versetzten Proben haben nur zwei (Nr.2 und 8) erhéhte 
Werte ergeben. Bei Zusatz von Lauge gab keine Probe innerhalb 
der Fehlergrenzen erhéhte Werte, aber nach Zusatz von Sédure 
gaben simtliche Proben deutlich erhéhte Werte, in einem Falle (Nr. 8) 


bis zu 0,75 °/o. 


Tabelle II. 
Reduktionswerte des Harns nach Zusatz von Wasser, 
Lauge und Saure. 





Nr. Wasser Lauge Sture Nr. Wasser Lauge Saure 
1 0,06 0,05 0,24 6 0,06 0,07 0,23 
2 0,15 0,08 0,19 7 0,05 0,06 0,19 
38 0,07 0,07 0,15 8 0,14 0,07 0,75 

, 0,07 0,04 0,13 9 0,06 0,08 0,17 
5 || 0,04 0,09 0,18 





Dies zeigt demnach, daB es sich nicht um variierende Mengen 
Athylalkohol handeln kann, denn die Flichtigkeit dieses Stoffes wird 
durch die Reaktion des Harns nicht verindert. Die wahrscheinlichste 
Erklarung ist die, daB beim Ansiuern eine fliichtige, Bichromat redu- 
zierende Substanz frei gemacht wird. Diese Substanz (oder vielleicht 
diese Substanzen) kann im Harn offenbar in mehr oder weniger freier 
Form auch in nicht angesaiuertem Harn vorkommen, wenn dieser 
nur von Beginn an geniigend sauer ist. Dadurch wird also die Er- 
scheinung erklart, daB gewisse Verfasser fiir den Alkoholgehalt des 
Harns Werte gefunden haben, die den des wahrend der Sekretionszeit 
durchstrémenden Bhites mit 50°, oder mehr iiberstiegen haben. Die 
Destillation des Alkohols hat namlich im allgemeinen bei der natiir- 
lichen Reaktion des Harns stattgefunden oder vielleicht noch éfter 
nach Ansauern (Pikrinséiure). Hierdurch scheint mir zur Geniige 
klargelegt, daB aus derartigen Versuchen in bezug auf die Sekretion 
des Alkohols keinerlei Schliisse gezogen werden kénnen. Forscher, 
die eine derartige Auffassung vertreten, stiitzen sich auf Fehl- 
bestimmungen, weshalb keine berechtigten Griinde gegen die Annahme 
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vorliegen, dap der Alkohol ausschlieBlich durch Diffusion in den Harn 
tibergeht. Es ist indessen von auBerordentlicher Bedeutung, daB der 
Harn bei der Bestimmung seines Alkoholgehaltes immer alkalisch ge- 
macht wird. Wird er angesduert, erhbalt man fast stets erheblich zu 
hohe Werte, und wird er gar nicht behandelt, liuft man zuweilen 
Gefahr, daB man auf Harnproben stéBt, die bei der Destillation eine 
reduzierende fliichtige Substanz abgeben. 


In den folgenden Versuchen wird gezeigt, welche Kurven erhalten 
werden, wenn der Harn vor der Bestimmung angesaéuert wird, sowie 
wie gut Harnalkohol und Blutalkohol parallel gehen, wenn die Be- 


stimmungen in richtiger Weise ausgefiihrt werden. 


Versuch 1. 


T.S., Gewicht 60,8kg, genoB um 10 Uhr 24 Minuten niichtern 
109 ccm 36,9-gewichtsprozentigen Kognak und 500ccm Wasser. Der 
Alkohol entsprach 0,61 g pro Kilogramm Kérpergewicht. Die Bestim- 
mungen wurden mit der Mikromethode des Verfassers ausgefiibrt. 
Jeder Wert ist das Mittel von Doppelproben. Die Harnproben wurden 
in méglichst kurzen Intervallen erhalten. Vergleichende Bestimmungen 
des Alkoholgehaltes des Harns wurden nach Zusatz von gleichen 
Teilen Lauge und Saéure vorgenommen. Die Werte wurden auf un- 
verdiinnten Harn reduziert. 


In Abb. 1 sind die erhaltenen Werte graphisch dargestellt. Die 
gestrichelten Stapeln reprisentieren die mit angesiuertem Harn er- 
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Abb. 1 


haltenen Werte, die voll ausgezogenen Stapeln entsprechen alkalisiertem 
Harn. Die Blutalkoholwerte sind durch Linien aus miteinander ver- 
bundenen Ringen dargestellt. 


In Tabelle III finden wir einen Vergleich der verschiedenen Harn- 
werte. 
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Tabelle III. 


Harnbestimmungen von Versuch 1 mit unbehandeltem, alkalisiertem und 
angesiuertem Harn. Alle Werte sind auf unverdiinnten Harn berechnet. 





Periode Unbehandelt Alkalisiert Anges&uert 
10,20—11,20 0,32 0,26 0,41 
11,20—12,06 0,79 0,78 1,02 
12,06—12,40 0,77 0,76 1,16 
12,40—13,05 0,63 0.68 0.98 
13,05—13,40 0,57 0,56 0,57 


Richtige Werte fiir den Alkoholgehalt des angesiuerten Harns 
wurden also nur wahrend der letzten Periode erhalten. Die iibrigen 
Werte sind 30 bis 50°, zu hoch. Der unbehandelte Harn gibt in diesem 
Falle mit dem alkalisierten fast iibereinstimmende Werte, die den 
Schwankungen des Alkoholgehaltes im Plasma innerhalb der Fehler- 
grenzen fiir die Versuchsumstande and Methodik zufriedenstellend 
folgen. 

Versuch 2. 

E.W., 95kg, genoB 9 Uhr 55 Minuten niichtern 150 ccm 36,9- 
gewichtsprozentigen Kognak. Von 11 Uhr 54 Minuten bis 11 Uhr 55 Mi- 
nuten wurden 500 ccm Wasser getrunken, um die Diurese zu erhdhen. 
Bei der Bestimmung wurde ein Tropfen Saure oder Lauge direkt zum 
abgewogenen Harn im Behalter des Destillationskolbens zugesetzt. 
Die Diurese war in diesem Versuch ziemlich unbedeutend, weshalb der 
Harn recht konzentriert war. Das Resultat zeigt Abb.2. Die Werte 
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des angesauerten Harns sind oft mehreremal so hoch als die des Blutes 
und zeigen also keine Ubereinstimmung mit dem Blutalkohol. Die 
Werte des alkalisierten Harns folgen genau den Blutwerten. 

Als weiterer Beweis fiir die Ubereinstimmung zwischen Alkohol- 
gehalt von Blut und Harn sei folgender Versuch angefiihrt. Ein Hund 
erhielt mit einer Magensonde ein Quantum Alkohol und wurde darauf 
mit Athylurethan narkotisiert. Vorbereitende Versuche hatten gezeigt, 
daB Urethan die Alkoholbestimmungen nicht beeinfluBt. Nach ein- 
getretener Narkose wurden die Ureteren freigelegt und der ausflieBende 
Harn zu Zeiten, die vermerkt wurden, aufgesammelt. Gleichzeitig 
wurde eine Serie Blutproben entnommen. In Abb. 3 sind die Blut- 
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bestimmungen durch Ringe, die Harnbestimmungen durch Kreuze 
angegeben. Man sieht, wie die Werte einander folgen. Der Alkohol- 
gehalt des Harns' liegt wahrend der ganzen Zeit um so viel héher, als 
man zu erwarten hat, wenn man bedenkt, daB der Vergleich zwischen 
Totalblut und Harn und nicht zwischen Plasma und Harn statt- 
gefunden hat. 

Zusammenfassung. 


1. Verfasser bestatigt die Feststellung Heilners, daB der Harn von 
Personen, die keinen Alkohol genossen haben, bei der Bestimmung des 
Alkoholgehaltes mit der Bichromatmethode oft positivé Werte ergibt. 

2. Diese Werte beruhen indessen nicht auf der Anwesenheit von 
Alkohol. Eine ,,endogene Alkoholurie* gibt es nicht. 

3. Die erhéhten Werte werden durch eine im Harn vorkommende 
fliichtige, reduzierende Substanz verursacht. Wird der Harn angesauert, 
steigen die Werte, wird er mit Alkalien versetzt, werden sie vermindert 
und sinken auf die GréBenordnung des normalen Alkoholgehaltes des 
Blutes. 


4. Derartige fehlerhafte Bestimmungen an saurem Harn haben 
zu einer unberechtigten Kritik der vom Verfasser nachgewiesenen 
Erscheinung gefiihrt, daB der Alkohol nur durch Diffusion in den Harn 
iibergeht. Wird beriicksichtigt, daB viele in der Literatur veréffentlichte 
Bestimmungen des Alkoholgehaltes des Harns aus oben angefiihrtem 
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Grunde fehlerhaft und bedeutend zu hoch sind, findet man, daB die 
Annahme einer Sekretion von Alkohol durch die Nieren keine Stiitze hat. 
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Zur Biochemie der Blutgerinnung. 


Uber die Affinitét himolytischer Systeme zum Komplement des strémenden 
Blutes. 


Von 


M. Frhr. von Falkenhausen. 


{Aus der medizinischen Poliklinik und dem Institut fiir Pharmakologie 
und experimentelle Therapie der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1929.) 


Ausgangspunkt aller bisher veréffentlichten Arbeiten iiber das 
Blutgerinnungsproblem waren gemeinsam mit Fuchs! vorgenommene 
Untersuchungen, die eine Beteiligung des Komplements am Ge- 
rinnungsvorgang wahrscheinlich machten. Es lieB sich nachweisen, 
daB das Meerschweinchenblut nach intravaskulérer Injektion hoch 
sensibilisierter Hammelblutkérperchen voriibergehend Komplement- 
wirkung und Gerinnungsfahigkeit einbiiBt. Diese Feststellung fiihrte 
im weiteren Verfolg zur Identifizierung des Prothrombins mit dem 
Komplemertmittelstiick? und des Antiprothrombins mit Anti- 
komplement. Damit ergab sich die Méglichkeit, eine grofe Reihe 
von Stérungen der Blutgerinnung experimenteller und klinischer 
Natur genau zu analysieren. Unter anderem konnte ich auch die zwei 
Phasen A. Schmidts ihrem Wesen nach genauer klaren. Hierbei zeigte 
es sich, da8 bei den Ausgangsuntersuchungen nur durch einen gliick- 
lichen Zufa]] das Meerschweinchen als Versuchstier gewahlt worden 
war. Bei anderen Tieren hatte das beobachtete Phanomen der Abnahme 
von Gerinnungsfahigkeit und Komplementtiter eine negative Phase 
im Sinne A. Schmidts, die ja nach intravaskularer Injektion von Zellen, 


1 ». Falkenhausen und Fuchs, KongreBiverhandlungen Wiesbaden 1927; 
Fuchs und v. Falkenhausen, diese Zeitschr. 184, 172, 1927. 

2 vw. Falkenhausen, diese Zeitschr. 185, 334, 1927; Fuchs, Zeitschr. 
f. Immunitatsforsch. 62, 1929. 
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speziell auch Erythrocyten (besonders stark beim Hunde) aufzutreten 
pflegt, sein kénnen. Beim Meerschweinchen, das iiber keine Anti- 
prothrombindepots verfiigt, deren Ausschiittung die negative Phase 
erzeugt, ist aber die Erklarung einer auftretenden Ungerinnbarkeit 
des Blutes in dieser Weise nicht angaingig. Wie ich am SchluB eines 
die damals vorliegenden Ergebnisse zusammenfassenden Vortrages 
im Mai dieses Jahres bemerkte!, schienen diese Resultate in gewissem 
Sinne widersprechend zu sein: Einmal war von der Entfernung des 
Komplements aus dem strémenden blute durch Abfangen mittels 
eines injizierten himolytischen Systems die Rede. Auf der anderen 
Seite ist von Fuchs? bewiesen worden, daB es freies Komplement 
normalerweise im strémenden Blut nicht gibt, sondern nur mit Anti- 
prothrombin maskiertes (das dem Komplementogen von Gurd* ent- 
sprechen diirfte); dies zeigt aber im tiblichen Komplementansatz 
keine Affinitaét zu dem dabei verwendeten hamolytischen System. 
Ich hatte damals eine erklirende Briicke in folgender Weise hypothetisch 
entworfen: Nach Injektion der artfremden sensibilisierten Hammel- 
blutkérperchen kommt es zu einem Leucocytenzerfall und damit einer 
Freisetzung von Thrombokinase; diese macht im Sinne Howells das Pro- 
thrombin aus seiner Bindung an das Antiprothrombin frei. Die zweite 
Thrombokinasewirkung im Sinne Bordets, die das Prothrombin unter 
Mithilfe der Ca-Ionen zu Thrombin verwandelt, kommt deshalb nicht 
zustande, weil die Aviditat der sensibilisierten Hammelerythrocyten 
zum Prothrombin gréBer ist. Ich gebe zu, daB diese Hypothese mir 
damals schon etwas kompliziert erschien. Tatsichlich hat sich der 
Vorgang nun auch als viel einfacher berausgestellt. Fiir diese nach- 
stehend experimentell bewiesene vereinfachte Auffassung waren in 
vitro-Versuche von Fuchs‘, tiber die er inzwischen berichtet hat, 
auBerordentlich bedeutungsvoll. Er fand namlich, da8 mit Antipro- 
thrombin iiberschiissig beladenes Blut (z. B. Blut eines peptonisierten 
Hundes) zwar bei dem iiblichen mit drei- bis vierfach sensibilisierten 
Hammelblutkérperchen angestellten Komplementansatz die kom- 
plettierenden Eigenschaften vermissen la8t, nicht aber, wenn man 
hoch sensibilisierte Hammelblutkérperchen (20- bis 40fach) verwendet. 
In diesem Falle gibt das Blut eine ebensolche, oft sogar starkere Himo- 
lysefahigkeit zu erkennen, wie sie vor der Antiprothrombintiberladung 
vorhanden war. Es folgt hieraus, da8 hoch sensibilisierte Hammelblut- 
kérperchen eine so starke Affinitaét zum Komplement bzw. Prothrombin 
haben, daB diese die Affinitat des letzteren zum Antiprothrombin iiber- 


1 ». Falkenhausen, Medizinische Klinik 1929, S. 27. 
2 Fuchs, Zeitschr. f. Immunitétsforsch. 62, 1929. 
3 Gurd, Journ. inf. dis. 1912, S. 11. 

* Fuchs, Arch. f. exper. Pathol. 145, 1929. 
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trifft. Auch bei Antiprothrombiniiberschu8 wird also durch hoch sensi- 
bilisierte Hammelblutkérperchen das Komplement einfach aus seiner 
Antiprothrombinbindung _ herausgerissen. Schwach _ sensibilisierte 
Hammelblutkérperchen vermégen dies nicht und sind infolgedessen 
auch allein geeignet zum Nachweis einer vorhandenen Antiprothrombin- 
maskierung des Komplements. Diese in vitro-Resultate lieBen analoge 
Verhiltnisse im strémenden Blute vermuten. Nachstehend gebe ich 
die Protokolle von je einem Injektionsversuch mit schwach und mit 
stark sensibilisierten Hammelblutkérperchen wieder. 


Tabelle I. 


Meerschweinchen 300g, 2ccm 20fach sensibilisierte Hammelerythrocyten 
intrajugulér injiziert. Blutentnahme durch Herzpunktion. 





Blutgerinnungszeit 
Entnahmezeit 





Beginn volistindig 

“hi 2' 30” 5’ 
Nach Injektion ote cree ae ae 
BN oe ae tei ae bie) +p 8’ 12’ 
c) 380 2 PP gone” wed. pee Ce, eee 20’ 28’ 
d) 60 # Sao ae sae sarees Pin ae ungerinnbar 
Komplement * 

a < b ¢ d 

0,5") 15 kpl. st. Sp. 0 

0,25! 56 ‘ m. 0 0) 

0,15" 55 io 0 0 0 

0.0 0 0 0 0 


Mit 0,85°%iger NaCl-Lésung auf 0,5ccm erganzt + 0,5ecm Ha Az. 
30 Minuten, 39°C. 


* kpl. komplett, f. kpl. = fast komplett, st. = stark, m. = miabig, w wenig 
Sp. = Spur, Spch. = Spiirchen. HaAz = 4fach sensibilisierte Hammelblutkirperchen 1 : 20, 
Tabelle II. 


Meerschweinchen 320g, 2cem 4fach sensibilisierte Hammelerythrocyten 
intrajugulér injiziert. Blutentnahme durch Herzpunktion. 





Blutgerinnungszeit 


Entnahmezeit 

Beginn volistandig 

a) Vor Imseklfom . ww www 3’ 5’ 
Nach Injektion ... . 

b) 10 Minuten pie 1’ 50” 3’ 
ce) 380 2 see 5’ 30” 7’ 30" 
d) 60 ‘ ag eg 5’ 7’ 30” 
e) 120 is go Ns 4’ 5’ 
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Komplement 
a b ¢ d e as 
OB kpl. kpl. kpl. kpl. kpl. 
ee 10 ” ” “ “ 
0,15! 10 _* ” ” ” a 
0,5"/100 f. kpl. st. st. st. f. kpl. 
0,251/s00 w. Spch. Sp. Sp. Sp. 
0,15"/ 109 0 0 0 0 0 
0,0 0 0 0 0 0 
Mit 0,85°%iger NaCl-Lésung auf 0,5ccem erganzt + 0,5cecem HaAz. 


30 Minuten, 39° C. 


Die Tabellen zeigen in jeder Beziehung das erwartete Resultat. 
Bei Verwendung von 20fach sensibilisierten Hammelblutkérperchen 
gelingt die vollstandige Ablenkung des Komplements. In diesem 
Falle ist also von den drei Affinitéten, die fiir das Prothrombin in 
Frage kommen und die in nachstehendem Schema dargestellt sind, 
die zum hamolytischen System restlos vorherrschend. 


Antiprothrombin Hamolytisches 
A ‘N x System 
Prothrombin 


(Kom plementmittelstiick) 


¥ 


Thrombokinase-Phosphatid 


Bei der Hamolyse der injizierten Hammelerythrocyten wird 
Thrombokinase frei; zu einer intravasalen Gerinnung, gegen die beim 
antiprothrombinarmen Meerschweinchen kein Schutz im Organismus 
vorhanden ist, kommt es dennoch nicht, da das Prothrombin der Um- 
wandlungsméglichkeit in Thrombin durch die starkere Affinitaét zu 
den stark sensibilisierten Hammelblutkérperchen entzogen wird. 


Bei Verwendung von vierfach sensibilisierten Hammelerythrocyten 
zur Injektion sieht man, wie Tabelle II zeigt, fast gar keine Beein- 
flussung. Bei diesem schwachen Sensibilisierungsgrad iiberwiegt 
also die Affinitaét des Prothrombins zam Antiprothrombin. Die geringe 
Beschleunigung der Gerinnungszeit, der eine ebenso geringe Kom- 
plementabnahme entspricht, diirfte auf die Zerstérung der artfremden 
Erythrocyten zu beziehen sein, bei der minimale Thrombokinase- 
mengen ins Blut gelangen mégen. Die Spuren einer hamolytischen 
Rotfarbung. wie sie beim Serum der mit 20fach sensibilisierten Erythro- 
cyten behandelten Tiere stets vorhanden war, bemerkte man beim 
Serum dieser Tiere nie. Die geringe Komplementverminderung zeigt 
den Grad der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin, bei ¢ und d 
wohl auch eine geringe Antiprothrombinvermehrung an. In der Mitte 
zwischen diesen Extremen gibt es zweifellos Grenzverhiltnisse, wo 
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die Uberlegenheit einer der drei Affinitiiten nicht so klar ausgesprochen 
ist. Ein in Tabelle III dargestelltes Beispiel méige als Lllustration 
dienen. 

Tabelle III. 


Meerschweinchen 300g, 2cem 1l0fach sensibilisierte Hammelerythrocyten 
intrajugular injiziert. Blutentnahme durch’ Herzpunktion. 





Blutgerinnungszeit 
Entnahmezeit - 


Beginn volistindig 
ee 2’ 2’ 30’ 
Nach Injektion baat ee. 
8. Se a ee eee 5’ 5’ 30" 
c) 20 , gie ¢. oe ce. se 10’ 30” 12’ 


22 Minuten nach Injektion Exitus. Sektion: sehr kleines Gerinnsel 
m rechten Ventrikel. ; 





Komplement 

a b c 
0,5'/ 19 kpl. kpl. st. 
0,251/19 * st. m. 
),154/36 ‘i m. Spceh. 
0,5"/100 - 0 0 
0,251/ 100 m. 0 0 
9,15"/1 00 Spch. 0 0 
0,0 0 0 0 


Mit 0,85°%,iger NaCl-Lésung auf 0,5ccem ergainzt + 0,5cem Ha Az. 
30 Minuten, 39° C. 


Die Tabelle zeigt eine Komplementabnahme und Verlingerung 
der Gerinnungszeit. Eine gewisse Uberlegenheit der 10fach sensi- 
bilisierten Hammelerythrocyten in ihrem Affinitatsverhaltnis zum 
Prothrombin ist also zunachst unverkennbar. Die bei der Hammel- 
bluthamolyse freigesetzten Thrombokinasemengen haben aber offen- 
sichtlich auch die Prothrombin-Antiprothrombin-Komplexe zu_ be- 
einflussen vermocht. Sie waren in der Lage, intravasale Gerinnsel 
zu erzeugen und dadurch den Tod des Tieres herbeizufiihren. Insgesamt 
war trotzdem auch zuletzt noch eine verzégerte Gerinnbarkeit des 
Blutes vorhanden, weil doch ein wesentlicher Teil des Prothrombin- 
Komplementmittelstiicks durch das himolytische System schon ver- 
braucht war. 

Nach den dargestellten Versuchen ]aBt sich sagen, daB der Mecha- 
nismus des Komplementabfangphinomens, wie es sich nach intra- 
vaskularer Injektion hoch sensibilisierter Hammelblutkérperchen zeigt, 
nunmehr vollstandig geklirt ist. Die ersten eingangs erwahnten 
Untersuchungen dieser Art hatten, wie wir nun gesehen haben, das 
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giinstige Ergebnis, welches allmahlich zu einer ganzen Reihe von 
interessanten Erkenntnissen gefiihrt hat, nur durch den gliicklichen 
Zufall, daB hoch sensibilisierte Hammelerythrocyten und besonders 
geeignete Versuchstiere (Meerschweinchen, die eine antiprothrombin- 
arme Tierrasse sind) benutzt wurden. In der Beobachtung, daB 
ein schwiacheres himolytisches System, wie es zur quantitativen 
Komplementbestimmung in vitro benutzt wird, im strémenden Blute 
das Komplement nicht abzulenken vermag, liegt iibrigens ein weiterer 
klarer Beweis fiir die von Fuchs experimentell eingehend begriindete 
Tatsache, daf freies Komplement im strémenden Blute nicht vor- 
handen ist. 
Zusammenfassung. 


1. Der ,,Verbrauch** des Komplements im strémenden Blute 
des Meerschweinchens durch Injektion eines hamolytischen Systems, 
die zur temporaren Ungerinnbarkeit des Blutes fiihrt, gelingt nur bei 
Verwendung eines hohen Sensibilisierungsgrades. Nur zu_ stark 
sensibilisierten Hammelerythrocyten hat das Prothrombin eine stirkere 
Affinitaét als zu dem maskierenden Antiprothrombin. 

2. Schwach sensibilisierte Hammelerythrocyten bewirken nach 
intravaskularer Injektion keine nennenswerte Verinderung von 
Gerinnungszeit und Komplementtiter; darin liegt ein weiterer Beweis 
fiir das Fehlen freien Komplements im strémenden Blute. 


3. Zwischen beiden Extremen kommen unklare Verhialtnisse 
zur Beobachtung, die durch Uberschneiden der drei vorhandenen 
Affinitatsméglichkeiten des Prothrombins (Komplementmittelstiicks) 
zu Antiprothrombin, Thrombokinase und sensibilisierten Blutkérperchen 
zu erklaren sind. 
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Zur Frage des nichtlésenden Raumes im Serum. 


Von 
T. Oda. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 28, Dezember 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die nachfolgend mitgeteilten Versuche, die Beitrage zum Problem 
des nichtlésenden Raumes liefern sollen, sind wie folgt ausgefiihrt 
worden. Es wurden Kompensationsdialysen angesetzt, wobei in 
(trockenen) Schleicher-Schiill-Hiilsen innen gegen isotonische Kochsalz- 
lésung lingere Zeit dialysiertes Pferdeserum, als AuBenlisung dieselbe 
Menge isotonischer Kochsalzlésung benutzt wurde. Beide Fliissig- 
keiten erhalten Traubenzucker oder Harnstoff in genau gleicher Konzen- 
tration. Nach 24 Stunden wird dann die Konzentration des zugesetzten 


= 


t 
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Abb. 1. 


Stoffes in der AuBenflissigkeit (wie auch oft in der Innenfliissigkeit) 
bestimmt, und zwar der Traubenzucker nach Hagedorn-Jensen, der 
Harnstoff durch N-Bestimmung nach Kjeldahl. 
Der nichtlésende Raum wird nach folgender Formel berechnet 
(vgl. Abbildung). 
(I+ A)e, = (I—t+A)e, 
und 
rie (I+ A)(e, <§). 
Cy 


30* 
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wobei J Menge der Innenfliissigkeit (Serum) in Kubikzentimetern, 

A Menge der AuBenfliissigkeit (isotonische Kochsalzlésung) in 
Kubikzentimetern, 

t nichtlésender Raum (cem) in der Innenfliissigkeit, 

Cy Konzentration des Traubenzuckers bzw. des Harnstoffs in der 
Aul'en-(bzw. Innen-)fliissigkeit vor der Dialyse, 

C9 Konzentration des Traubenzuckers bzw. des Harnstoffs in der 
Auben-(bzw. Innen-)fliissigkeit nach der Dialyse, 


t/I .100 Nichtlésender Raum in cem in 100cem Serum (7’). 


Zur Feststellung des Verhialtnisses zwischen dem _ Eigen- 
volumen des Eiweibes EL und dem nichtlésenden Raum wurde 
das Eigenvolumen des EiweiBes folgenderweise ermittelt. In 
100 cem des gegen eine isotonische Kochsalzlésung gut dialysierten 
Pferdeserums wurden das_ spezifische Gewicht, der Aschen- und 
der EiweiBgehalt bestimmt. Das Eigenvolumen des EiweiSes erhiilt 
man dann aus: 

Spez. Gew. x 100 — Asche — Eiweifs = Wassergehalt in 100 ccm 

Serum und 
100 com — Wassergehalt = H (Eigenvolumen des EiweiBes in 
100 cem Serum). 


Das EiweiB ist als N « 6,25 berechnet. 


Je nachdem eine negative oder positive Adsorption der zugesetzten 
Stoffe vorliegt, wird das Verhaltnis zwischen dem nichtlésenden Raum 
und dem Eigenvolumen des EiweiBes (7'/H) gréBer oder kleiner 
als 1 sein. 


Durch Zufiigen von n HCl bzw. n NaOH wurde der EinfluB der 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration auf den nichtlésenden 
Raum zwischen py 9 bis 5 gepriift. Weiterhin wurde auch der 
EinfluB von Salzen gepriift, indem zu der AuBen- und der Innen- 
flissigkeit 0,5n KSCN bzw. 0,5n K,SO, zugefiigt wurden. 


Versuchsbeispiele. 


Pferdeserum Nr. 1 gegen 0,85 °, NaCl dialysiert. Spezifisches Gewicht 
1,025. In 100ccem Asche 0,794 g, N 1,12 g (Eiwei8 7,0g). Das Eigen- 
volumen des EiweiBes berechnet sich daraus zu 5,29 cem. 


Versuch ohne Anderung des py. 


AuBen- und Innenfliissigkeit je 5cem. Sowohl in der AuBen- wie in 
der Innenlésung (0,85 %ige NaCl-Lésung) Traubenzucker zu genau 5% 
gelést. (Durch Zufiigen des Traubenzuckers wird das Serum etwas ver- 
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diinnt. Das korrigierte Eigenvolumen betragt 5,12 ceem). Die Konzentration 
an Traubenzucker (g/100 ccm) gibt die folgende Tabelle an. 





Dialyse 1 Dialvse 2 Dialvse 3 Mittel 





Cy 


AuBenflissigkeit. . . .. 5,01 5,19 5,22 5,22 5,21 
(Innenflissigkeit) . . . . (5,01) (4,80) 
(5,21 — 5,01) (5 + 5) 


0: T 7.6 TIE 5 
521 38, 7 7,6,. T/E 1.5. 


Der nichtlésende Raum ist gréBer als das Eigenvolumen des Eiweibes. 


Versuch bei variiertem py. 


Das Serum wird mit n HCl auf py 6,04 angesdiuert. (Auf 100 cem Serum 
0,lecem n HCL) In diesem Serum, wie auch in der AuBenlésung (0,85 °, 
NaCl) werden Traubenzucker genau zu 5°, aufgelést. Von der AuBen- 
wie auch von der Innenlésung werden je 5 cem zu dem Versuch genommen. 


Traubenzuckerkonzentration (g/100 cem). 





Dialyse 1 Dialyse 2. Dialyse 3 Mittel 


AuBbenflassigkeit . | 4,91 5,04 5,09 5,09 5,07 


Korrigiertes EH = 5,12, 


__ (5,07 — 4,91) (5 + 5) _ 


ate. fzen 2 = 66 TiS 1,3. 
5,07 


Kein wesentlicher Unterschied gegeniiber dem vorherigen Befund. 


Versuch mit Salzzusatz. 


Im Serum wie auch in der 0,85%igen NaCl-Lésung wird zu 0,5 n 
KSCN aufgelést, dann Traubenzucker zu genau 5°, aufgelést. Innen- und 
AuBenfliissigkeit je 5 ccm. 


Traubenzuckerkonzentration (g/100 ccm). 





C1 . . ; 
Dialyse 1 Dialyse 2. Dialyse 3 Mittel 
AuBenfliissigkeit. . . . . 4,93 5,06 5.06 5,01 5,94 
(Innenflissigkeit) ... . (4,93) (4,83) (4,75) 
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Korrigiertes E 5,12, 


5,04 — 4,93) (5+ 5) v4 

a as a 0,20, T= 4,0, T/E = 0,78. 
5,04 

Der nichtlésende Raum hat abgenommen. 


Versuch mit Harnstoff. 


|Kontrollversuch. Innenlésung Serum Nr. 1, AuBenlésung 0,85 %ige 
NaCl-Lésung, je 5cem, ohne Harnstoff. N-Gehalt nach 24 Stunden in der 
Aufenlésung in 1 cem: Dialyse 1: 0,047, mg, Dialyse 2: 0,050, mg, Dialyse 3: 
0,053, mg, im Mittel 0,050, mg, entsprechend 0,0108 g Harnstoff in 100 cem. 
Diese Menge kann bei den Harnstoffversuchen vernachlassigt werden. ] 

In der AuBen- und Innenlésung wird Harnstoff zu genau 10% aufgelédst. 
Je 5cem zu dem Versuch genommen. 


Harnstoffkonzentration (g/100 ccm). 





C2 


Dialyse 1 Dialyse 2 Dialyse 3 Mittel 





Cy 
Aubenflissigkeit. . ... 10,14 10,17 10,14 10,07 10,13 


Eine Anderung der Harnstoffkonzentration ist nicht zu bemerken. 
Der nichtlésende Raum ist Null. 

In den Tabellen ist Serum I vor dem Versuch langere Zeit gegen 
0,85 %ige NaCl-Lésung dialysiert worden. Serum II ist im Vakuum bei 
etwa 30 bis 35° auf etwa zwei Drittel eingedickt und dann erst gegen 
eine isotonische NaCl-Lésung (1,39 ig) dialysiert worden. 


In Tabelle I sind die Versuche mit Traubenzucker, in Tabelle II die 
mit Harnstoff zusammengestellt. In den Tabellen III und IV ist der Ein- 
fluB des pq und der Salze ersichtlich. 


Die Versuche mit Traubenzucker zeigen, daB bis 0,5 und 1,0 °%, ein 
nichtlésender Raum nicht nachweisbar ist. Von 5° an ist der nicht- 
lésende Raum etwa 1,3- bis 1,4 mal so groB wie das Eigenvolumen des 
Serums (bei Serum I), ein Unterschied zwischen der 5- und ‘der 
10°,igen Zuckerkonzentration ist nicht nachweisbar. Ith Serum II 
findet man den nichtlésenden Raum fiir 5- und 10 °,ige Zuckerlésung 
fast gleich groB wie das Eigenvolumen des SerumeiweiBes. 


Fiir Harnstoff (im Serum I) konnte kein nichtlésender Raum 
nachgewiesen werden (Tabelle II). 


Der nichtlésende Raum fiir Traubenzucker (5 °,ige Lésung) nimmt 
in alkalischer Lésung zu, in saurer bleibt er unverandert. Zusatz 
von Salzen verkleinerte den nichtlésenden Raum fiir Traubenzucker 
(5 %ige Lésung). Fir Harnstoff trat weder bei Anderung des pg noch 
bei Salzzusatz ein nichtlésender Raum auf (Tabelle III und IV). 
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Nichtlésender Raum im Serum. 


Tabelle I. 
Serum. Die 


geklammerten Zahlen zeigen die Zuckerkonzentration in Innenfliissigkeit. 


Nichtlésender Raum fiir Traubenzucker im normalen ein- 














Nach 
Vor — — - ' T 
° Dialyse Dia- Dia- Dia- Dia- Dureh- : E 
lyse 1 lyse 2 lyse 3. lyse 4 schnitt 
5.29 0.499 0498 0,499 0,596 0,499 0 0 
(0,498) 
5.29 0,994 0,985 0,994 1,003 0,994 0 0 
; 5,20. 2,500 | 2,510 2.540 2,540 2.540 3.2 | 0,6 
Serem | (2,510) | (2,030) (2,140) 
7,0¢ ie - BS > Pee. 
sag Voi 5,12 |} 5,010 | 5,190 | 5,220 5,220 5,210 | 7,6 | 1,5 
Kiweif in (5,010) (4,800) (5,100) 
100 ecm jn 
12) 5,070 | 5,280 | 5,25 5,25 5,260 7,2 1.4 
5,12 5,180 | 5,280 5,280 5,340 5,340 5,810 68 1,3 
4,95 9,870 | 10,220 10,220 10,110 10,220 6,8 1,4 
(9,870) (9,550) (9,390) 
8,9 4,580 4,800 4,800 4.800 9,2 1,0 
(4,580) (4,370) (4,370) 
Se 
erum IT 39 4,590 (4.790) | (4,860) 4,830| 98 1,1 
11,19 g (4,590) (4,390) | (4,390) ‘ 
KiweiB in 8.6 9.160 9.630 | 9,500 9565 84 0,98 
100 ccm (9,160) | (8,850) 
8.6 9.480 9,900 9,900 9,900 84 0,98 
(9,540) | (8,940) 


E korrigiertes Eigen 


Nichtlésender Raum 


Tabelle II. 


volumen des Eiweifes in Prozenten 


fiir Harnstoff (Serum I) im normalen Serum. 





Nach 
Vor Dialyse —— — T 
Dialyse 1 Dialyse 2 Dialyse 3 Durehschnitt 
1,02 0,99 0,99 1,03 1,00 
2,54 2,53 2,53 2,53 2,53 
5,07 5,08 4,98 5,03 7 
10,14 10,17 10,14 10,07 10,13 
15,20 15,12 15,12 15,12 15,12 
20,36 20,40 20,36 20,36 20,37 — 
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Tabelle 111. 


T. Oda: Nichtlésender Raum im Serum. 


EinfluB der (H)-Veraénderung auf den nichtlésenden Raum im Serum I. 


Die eingeklammerten Zahlen zeigen die Konzentrationen in Innenfliissigkeit. 














. Nach r 
or b = —s ~ J eauieas — 
Pu Dialyse Dia- Dia- Dia- Durch- . E 
lyse 1 lyse 2 lyse 3. schnitt 
— er on 7,62 4,94 5,15 5,21 5,02 5,18 9,2 1,8 
E — 512. (4,94) (4,83) 
bei px 6,98 | 6,04 4,91 5,04 509 | 509 507) 64 1,8 
4,62 491 5,07 5,07 5,14 5,09 7,0 1,4 
Harnstoff 9,05 10,14 10,06 10,14 10,06 10,09 
E=5,12, 7=0)} 5,88 | 10,06 10,06 10,08 10,03 10,06 
bei Pu 6,98 480 10,14 10,17 10,17 10,05 10,17 
Tabelle IV. 
EinfluB der Salze auf den nichtlésenden Raum im Serum I. 
= Nach 
Vor aa Pee Tae r T 
Dialyse Dia- Dia- Dia- | Dureh- E 
lyse 1 lyse 2 lyse 3. sehnitt 
0,5n KSCN | 4,93 5,06 5,06 5,01 5,04) 4,0 0,78 
Traubenzucker (4,93) , (4,83) | (4,75) 
E= 519, |0.5n KySO,| 4,91 | 5,00 | 5,00 5,00 5,00 3,6 0,70 
(4,86) || (4,75) | (4,61) 
Harnstoff | 0,5n KSCN 10,15 || 10,09 | 10,09 | 10,05 10,08 
E= 6512, 7=—0/|0,5n K,SO,} 10,08 | 10,12 10,15 | 10,18 10,15 


























Blutproben fiir gerichtsmedizinische Alkoholbestimmungen. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut Lund.) 
(Eingegangen am 30. Dezember 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die vom Verfasser ausgearbeitete Mikromethode zur Bestimmung 
des Alkoholgehalts des Blutes (1) ist wihrend der Jahre seit der Ver- 
6ffentlichung vielfach zur Verwendung gelangt. Es hat sich hierbei 
herausgestellt, daB sie zuverlassige Werte ergibt. Das Einiiben der 
Methode hat nicht gréBere Schwierigkeiten bereitet als das anderer 
Mikromethoden. Es ist indessen eine bekannte Tatsache, daB eine 
Methode, die stets im Gebrauch ist, zuverlissigere Werte gibt, als 
wenn hierzu die erforderliche Apparatur und Lésungen fiir einzelne 
Bestimmungen zurecht gemacht werden miissen. Die Gefahr des 
MiBlingens einer einzelnen Bestimmung ist hierbei gréBer. 

Bei der Ausfiihrung von zuverlassigen, systematischen Alkohol- 
bestimmungen zu _ forensischem Zwecke (Automobilunfalle und 
dergleichen) ist es deshalb von Bedeutung, dai diese von Personen 
vorgenommen werden, die Gelegenheit haben, sich staindig mit der 
Methode zu beschaftigen und sich daher in kontinuierlichem Training 
befinden. Zu diesem Zwecke habe ich ein Verfahren ausgearbeitet, 
das ein Einsenden der Blutprobe zum Zentrallaboratorium gestattet 
und gleichzeitig méglichst geringe Anforderungen an Exaktheit beim 
Entnehmen der Blutprobe selbst stellt. Das im folgenden beschriebene 
Verfahren hat sich als sehr bequem herausgestellt, und mit demselben 
haben wir in Lund Alkoholbestimmungen mit dem Blut von Personen 
ausfiihren kénnen, die infolge Alkoholeinflusses die Ursache von Ver- 
kehrsunfallen in Kopenhagen gewesen sind. 

Zur Entnahme der Blutprobe werden die friiher beschriebenen (1. ¢.) 
winkelig gebogenen Kapillaren benutzt (Abb. 1), die etwas mehr als 
100mg Blut fassen. Fingerspitze oder Ohrlappchen werden mit 
1°/ ,9iger Sublimatlésung desinfiziert und dann sorgfaltig mit steriler 
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Baumwolle abgetrocknet. Alkohol oder andere fliichtige Fliissigkeiten 
diirfen nicht verwendet werden. Nach Einstich wird das kurze Ende 
der Kapillare in das Blut eingetaucht, das dabei durch die Kapillarkraft 
von selbst in die Kapillare aufgesogen wird. Es ist von Bedeutung, 
daB der Kinstich hinreichend kraftig ge- 
macht wird, so daB das Aufsaugen nicht 
zu lange Zeit erfordert, da dies sonst ein 
Verdunsten von Alkohol mit sich bringen 
kann. Nach dem Fiillen der Kapillare werden 
beide Enden derselben mit Kautschuk- 
hiilsen verschlossen. Beim Aufsetzen der 
ersten Hiilse wird das andere Ende der 
Kapillare mit dem Finger verschlossen, um 
ein Heraussickern von Blut zu verhindern. 
Drei solche Kapillaren werden gefiillt und 
Abb. 1. in eine mit Watte beschickte runde Salben- 
dose aus Blech von 5,5 cm Durchmesser und 
2cm Hohe eingebettet. Der Deckel der Dose ist zam Anbringen der 
erforderlichen Identitatsvermerke mit einer Etikette versehen, und die 
Dose kann, wenn dies zweckentsprechend erscheint, versiegelt werden. 
Die Probe wird zum Laboratorium in einem einfachen Postbeutel 
als eingeschriebene Probe ohne Wert oder als eingeschriebener Brief 
eingesandt. 

Damit der Alkoholgehalt wiahrend der Zeit zwischen Entnahme 
der Probe und Ausfiihrung der Analyse keine Verinderung erfahrt, 
ist es notwendig, Infektion zu verhindern. Auferdem darf das 
Blut rlicht koagulieren. Um dies zu erreichen, miissen die Kapillaren 
in besonderer Weise prapariert werden. Sie werden mit einer Lésung 
folgender Zusammensetzung gefiillt : 


_ 
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Nach dem Fiillen der Kapillaren werden sie in einem Trocken- 
schrank aufgehangt und bei einer Temperatur von etwa 90° getrocknet. 
Kochen mu8 vermieden werden. Jede Kapillare ist nach dem Trocknen 
zu prifen, und sollten sich Salzpfropfen gebildet haben, die ein Auf- 
saugen des Blutes verhindern, miissen diese entfernt werden. 

Die billigste Art zur Verfertigung der Kautschukhiilsen ist die 
folgende. Ein massiver Kaatschukstreifen von 4mm Durchmesser 
wird in zentimetergroBe Stiicke zerschnitten. Mit einem warmen 
Metalipfriem von etwa gleicher Dicke wie die Kapillaren wird in das 
eine Kurzende ein etwa 1, cm tiefes Loch gebohrt. Das Kautschukstiick 














Blutproben fiir gerichtsmedizinische Alkoholbestimmungen. 467 


wird hierbei in der Nahe der Flamme gehalten, ohne es jedoch anzu- 
sengen. Der Pfriem wird in der Flamme erwirmt und in das Kautschuk- 
stiick eingefiihrt. Ein zugespitztes Ziindholz wird in reines Benzin 
getaucht und im Loch umgedreht, bis aller geléster Kautschuk entfernt 
ist. Die Pfropfen werden liegen gelassen, bis das Benzin vollstandig 
verdunstet ist. 

Das Uberziehen des Innern der Kapillaren in dieser Weise mit 
einer Schicht von Oxalat ist zuerst von Liungdahl (2) angegeben worden. 

In diesen Kapillaren halt sich der Alkoholgehalt des Blutes 
wenigstens vier Tage lang unverandert, da das Kaliumfluorid eine 
Infektion desselben verhindert. Eingehende Versuche (3) haben naimlich 
gezeigt, daB der Alkcholgehalt in sterilem Blut bei Zimmertemperatur 
iiber 10 Tage unverindert bleibt. Wird eine Infektion nicht verhindert, 
beginnt dagegen der Alkoholgehalt des Blutes schon nach 2 bis 4 Tagen 
zu sinken. 

Das hier beschriebene Verfahren hat den bestimmten Vorteil, 
daB der Probenehmer, der sich oft in einem fiir exakte Arbeit wenig 
geeigneten Milieu befindet, keinerlei quantitative Messung auszufiihren 
braucht. Die Kapillaren werden erst im Laboratorium vor und nach 
dem Entleeren mit einer Torsionswaage gewogen. Zufolge der geringen 
erforderlichen Blutquantitaét und des unbedeutenden Raumes, den die 
Kapillaren einnehmen, kénnen mit Leichtigkeit fiir jeden Fall drei 
Analysen zur Ausfiihrung gelangen. Hierdurch wird eine erheblich 
gréBere Sicherheit erreicht, als wenn das gerichtsarztliche Gutachten 
sich nur auf eine Bestimmung stiitzen wiirde. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr 181, 473, 1922 2) C. r. séances d. 1. Soe. d. Biol. 84, 
498, 1922. — 3) Kungl. Fysiografiska Sallskapets Handlingar, Neue Folge 
40, Nr. 11, 1929. 








Uber das desmolytische System von Torula colliculosa. 


I. Mitteilung: 
Glyeolase und Bildung von Methylglyoxal. 


Von 
Izue Yamasaki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1930.) 


Die Torulaarten weisen in ihrem Verhalten gegeniiber Kohlen- 
hydraten gewisse Besonderheiten auf; die ausgeprigteste ist, daB viel- 
fach nur schwache alkoholische Garung erfolgt. Dieser Umstand 
kénnte darauf hinweisen, daB in den Torula-zellen der in den Kultur- 
hefen so wirksame zymatische Apparat nicht recht ausgebildet ist. 
Fiir Eigentiimlichkeiten des Verhaltens spricht auch eine Angabe 
von O. Svanberg', gemaB der im Gegensatz zu den echten Hefen die 
sogar stark garende kleinzellige Torula Hansen nicht die Fahigkeit 
zur biochemischen Phosphorylierung aufweist. Es hat sich nun aber 
durch Untersuchungen an Zellarten verschiedener Herkunft heraus- 
gestellt| daB bei ihnen das zymatische System bei geeigneter Priifung 
manifest werden kann, obgleich es unter normalen Bedingungen aus 
Griinden, die unbekannt sind und mit Eigenarten des Stoffwechsel- 
getriebeés zusammenhangen miissen, nicht in Erscheinung tritt. Die 
alkoholische Zuckerspaltung durch Essigbakterien? ist hierfiir ein be- 
merkenswertes Beispiel. 

In diesem Zusammenhang erinnere ich weiter daran, daB z. B. die 
latente Faihigkeit zur Milchséurebildung nach den Untersuchungen von 
C. Neuberg und M. Kobel offenbar wird, wenn man den Vegetabilien 
Methylglyoxal statt Zucker als Substrat vorlegt®. In ahnlicher Weise 


1 O. Svanberg, Fermentforschung 2, 201, 1919. 

2 ©. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 197, 259, 1928; 199, 232, 
1928. 

3 OC. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 459, 1926; Stoklasa- 
Festschrift 1928, S. 269. 
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hat sich ergeben, daB Bakterium coli in den Grundziigen dieselben 
zymatischen Leistungen’ vollbringt, so verschiedenartig auch die 
Endprodukte der Garung bei diesem zu Mutationen und Variationen 
neigenden Organismus sein mégen. So hat Cl. Fromageot® jiingst 
mitgeteilt, daB man zur Aufsuchung des normalen Garungssystems 
im Bakterium coli einfach die Probe auf Eignung zur Erzeugung von 
Methylglyoxal wahlen kann. 

Eine Untersuchung tiber diese Frage bietet insbesondere fiir die 
Torula-arten auch deshalb ein Interesse, weil sie in der Natur weit 
verbreitet sind und oft Umsetzungen in Gemeinschaft mit Hefe zuwege 
bringen. (F. Hayduck und H. Héehn.) 


Ich untersuchte am Beispiel der Torula colliculosa, ob diesem 
Erreger die heute als grundsatzlich fiir alle Stoffwechselvorgiinge 
zu betrachtende Fahigkeit zukommt, Methylglyoxal zu bilden 

Zur Erreichung des gesteckten Zieles verfuhr ich nach den jetzt 
klar zutage liegenden Prinzipien. Die Girkraft der Mikroben wurde 
durch Vorbehandlung mit Alkohol-Ather geschwiicht, wodurch ein 
zu den Cofermenten zu zaihlendes Agens weitgehend in der Betitigung 
behindert wird. Als Substrat wahlte ich gemiB den hieriiber ent wickelten 
Anschauungen Hexose-di-phosphat in Form seines Magnesiumsalzes. 


Der Erfolg meiner Untersuchungen war sehr befriedigend. 77°, 


der theoretisch méglichen Menge Methylglyoxal vermochte ich zu isolieren. 


Die Torula colliculosa wurde auf Bierwiirze-Agar und in fliissiger 
Bierwiirze geziichtet. Fiir jede Ziichtung wurden 65 Drigalskischalen 
und 6 Liter fliissige Wiirze verwendet. Die Wachstumszeit betrug 2 Tage, 
die Temperatur 25 bis 26°. Die auf den Platten gewachsenen Mikroben 
wurden mit dem fliissigen Teil der Kultur abgeschweramt, zentrifugiert 
und bis zur Zuckerfreiheit auf der Zentrifuge gewaschen. Zur Uberfiihrung 
in das Alkohol-Ather-Trockenpraparat wurde die frisch geerntete und schart 
abgeschleuderte Torula colliculosa mit einem Gemisch von 1500 cem Alkohol 
plus 500 cem Ather 5 Minuten gut verriihrt, fest abgesaugt und mit wasser- 
freiem Ather gewaschen. Nach Trocknung im Exsikkator war die Aus- 
beute 32 g. 

Das Trockenpraparat wurde dann ohne jede weitere Behandlung 
verwendet. 

In Vorversuchen wurden je 30 cem 5° ige bzw. 2,5°,ige Magnesium- 
hexose-di-phosphat-lésung mit dem Enzympréaparat digeriert, dessen 
Menge von 0,05 bis 1 g variiert wurde. Er ergab sich, da8 mit zunehmenden 
Torula-mengen die Anhaéufung von Methylglyoxal sank. In Versuchen mit 
1g Trocken-torula auf 30 ccm beider Hexose-phosphat-lésungen war eine 


Isolierung des Methylglyoxals iiberhaupt nicht mehr mdglich in Uber- 
einstimmung mit der Theorie und allen sie bestaétigenden Erfahrungen, 
die vorliegen —. Dagegen vermochten Mikrobenmengen von 0,05 bis 0,5 g, 


1 C,. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925. 
2 Cl. Fromageot, ebendaselbst 216, 467, 1929. 
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zu 0,05°,igen Methylglyoxal-lésungen gefiigt, den Ketonaldehyd nicht 
zum Verschwinden zu bringen. Bei Verwendung von 1 g Trockenpraparat 
auf 30cem der Methylglyoxal-lésung hatte jedoch eine vollkommene 
Dismutation stattgefunden. Das steht im Einklang mit dem Verhalten 
der jeweils gleichen Fermentmengen zu dem desmolytisch aus Hexose- 
phosphat hervorgegangenen Methylglyoxal. 


Beschrieben sei die Ausfiihrung einer Bilanz der Bildung von 
Methylglyoxal durch die Torula colliculosa; dazu wurde folgende Ver- 
suchsanordnung gewahlt: 


1. 1500 ccm 2,308 %ige Magnesium-hexose-di-phosphat -lésung, 
2,5 g Alkohol-Ather-Praparat, 
25cem Toluol. 

2. 500 cem Wasser, 
0,83 g Alkohol-Ather-Praparat, 
8,3. cem Toluol. 

3. 300 ccm 0,05 °%,ige Methylglyoxal-lésung, 
0,5 g Alkohol-Ather-Praparat, 
5ceem Toluol. 

4. 300cem 0,05° ige Methylglyoxal-lésung, 
5eem Toluol. 


Die Ans&étze wurden 2 Tage lang bei 37° digeriert. Die Aufarbeitung 
wurde sodann in der von C. Neuberg und M. Kobel angegebenen Weise! 
vorgenommen. 

Fiir die Isolierung des unangegriffenen Hexose-di-phosphats wurden 
1000 cem des Hauptversuchs 1 verwendet. Der Rest wurde zu den friiher 
vorgeschriebenen analytischen Feststellungen, insbesondere zur Ermittlung 
der Phosphatbilanz und zur Bestimmung des unangegriffen gebliebenen 
freien Zuckers benutzt. 

Die im folgenden angegebenen Zahlen beziehen sich auch auf 1000 ccm 
Versuchsgemisch 1. 

Von den zu Beginn vorhandenen 23,08 g hexose-di-phosphorsaurem 
Magnesium wurden bei Beendigung des Versuchs, d. h. nach 48 Stunden, 
16,632 g wiedergefunden. Von den gespaltenen 6,448 g Magnesium-hexose- 
di-phosphorséure-ester waren 2,022 g = 8,76°% der angewandten Menge 
partiell zum Salz des Hexose-mono-phosphorséure-esters dephosphoryliert 
und 4,426g = 19,18°% der zu Beginn vorhandenen Menge vollkommen 
in Kohlenhydrat und Phosphat zerlegt. Aus diesen 4,426 g total gespaltenen 
Magnesium-hexose-di-phosphats kénnten 2,071 g Hexose entstehen. Ge- 
funden wurden 1,750 g Zucker (bestimmt durch Garung), so daf fiir die 
Bildung von Methylglyoxal 0,321 g Zucker in Betracht kamen. Gefunden 
wurden durch Fiallung von 1000ccm enteiweiBtem Reaktionsgemisch 
1,118 g Methylglyoxal-2, 4-bis-dinitrophenyl-hydrazon. Dem entsprechen 
0,233 g Methylglyoxal-hydrat. Aus den Vergleichsversuchen 3 und 4 ergab 
sich, daB in 1000 cem Reaktionsgemisch 0,014 g CH,.CO.CHO + H,O 
der Dismutation anheimgefallen waren. Somit betrug die Bildung von 
Methylglyoxal-hydrat 0,247 g, das sind 76,95°% der Theorie. 


1 Diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 232, 1929. 











Desmolytisches System von Torula colliculosa. I. 471 


Nach Umkristallisation lag der Schmelzpunkt des Methylglyoxal-bis 
di-nitro-phenyl-hydrazons bei 298°. 
4,791 mg Substanz lieferten 7,380 mg CO, und 1,26mg H,O. 
2,271 os 0,492 com N, (774mm, 21°, 50°, KOH). 
CysHyN,O,. Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
(432) gef.: C 42,01°%, H 2,94%, N 25,59 %. 


Die vorstehend mitgeteilten Untersuchungen lehren, dab ein auch 
von den Hefen abseits stehender Pilz, der nur ein maBiges und zum 
Teil anders geartetes Vergirungsvermégen besitzt, gut  befahigt 
ist, Methylglyoxal zu bilden. Damit zeigt sich von neuem, daB die 
Produktion dieses Stoffes durch die Glycolase als eine der Grund- 
leistungen aller Zellarten betrachtet werden muB. 








Untersuchungen iiber den Harn von Amentia- und 
Dementia praecox-Kranken. 


Zyklische Komplexe. (Beitrag zum Studium der Aromaturie.) 


Von 


S. Gullotta. 


(Aus der Klinik fiir Nerven- und Geisteskrankheiten der Kgl. Universitat 
in Catania.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1929.) 


Im Laufe einiger Untersuchungen tiber das Blut und den Harn 
bei Amentia und beginnender Dementia praecox habe ich gefunden, 
daB bei diesen Kranken neben der von Scheiner angegebenen Aromaturie 
zugleich eine ,,Aromathamie* besteht, da im Serum zyklische Kom- 
plexe erscheinen, die nicht zu den normalen Bestandteilen des Blutes 
gehéren und einen Teil der azotierten Fraktion bilden, welche, in Ather 
unléslich, aus aromatischen Aminosduren sowie aus héheren Eiweif- 
spaltungsprodukten und aus Oxyproteinsduren zusammengesetzt ist. 

In einer Mitteilung der ,,Societa di biologia sperimentale‘‘ habe 
ich hervorgehoben, daB die Aromaturie und Aromathimie dieser 
Kranken nicht von dem Erscheinen einer einzigen Substanz, sondern 
vom Vorhandensein abnormer zyklischer Komplexe abhangen, die 
gemaB ihrem Verhalten gegeniiber der (nach Folin: und Ciocalteu modi- 
fizierten) Millonschen Reaktion sich durch zwei verschieden reagierende 
Gruppen unterscheiden kénnen: Phenol- und Indolgruppe. Die erste 
Gruppe wurde so benannt, weil sie bei der Hydrolyse Phenol abspaltet : 
sie ist durch die Positivitaét der Millonschen Reaktion in der Fliissigkeit 
gekennzeichnet ; die andere Gruppe, mit Indolkern, zeigt die Millonsche 
Reaktion nur im Niederschlag, wobei die obenstehende Fhissigkeit 
farblos ist. 

Bei den Amentia- und Dementia praecox-Kranken sind die Phenol- 
reaktionen meistens positiv und, wie Scheiner bereits gezeigt hat, 
weder von freiem Phenol noch von aromatischen Oxysauren, noch 
von Tyrosin verursacht. 

Nach Scheiner diirfte die Positivitat der Millonschen Reaktion 
durch eine Substanz hervorgerufen werden, die nach Weissschen An- 
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gaben in der ,,Histidinfraktion“ vorkommt und sich wie ein ,,I[midazol- 
derivat‘‘ verhalt, wogegen bei der Hydrolyse der ,,Phenolkern‘‘ zum 
Vorschein kommt. Diese Substanz, welche Scheiner mittels Adsorption 
durch Tierkohle und nachfolgender Extraktion mit Aceton leicht 
isolieren konnte, hatte die Vermutung erregt, daB sie die Quelle der 
Schwarzharnreaktion nach Buscaino (durch Erhitzen mit Silbernitrat- 
lésung) sei. Die Beobachtung zahlreicher Falle mit positiver Millonscher 
sowie mit negativer Buscaino-Reaktion, die Untersuchung mehrerer 
Kranker, ferner das verschiedenartige Verhalten gegeniiber der modi- 
fizierten Millonschen Reaktion haben mich in der Uberzeugung be- 
starkt, daB die die Positivitét dieser Reaktionen bewirkenden aro- 
matischen Substanzen nicht allein verschieden und mannigfach, sondern 
auch sehr kompliziert seien, und daB sie von einer Stérung des Eiweib- 
stoffwechsels herriihren. : 

Obschon es mir unbegreiflich vorkam, daB Becher, welcher iiber die 
durch Tierkohle adsorbierten Fiaulnisstoffen gearbeitet hat, bei Uramie- 
kranken, bei denen neben einer beachtenswerten Aromathamie doch auch 
eine gewisse Aromaturie besteht, diese so leicht aus Aceton kristalli- 
sierbare Verbindung nicht gefunden hatte, habe ich mir Miihe gegeben, 
aus einer groBen Menge von Harnen Amentiakranker mit stark posi- 
tiver Buscaino- und Millonscher Reaktion Scheiners Kristalle zu 
gewinnen. ‘Trotz langwieriger und fleiBiger Untersuchungen ist meine 
Miihe leider nie von Erfolg gekrént worden; ich weiB nicht, ob wegen 
mangelhafter Technik oder wegen zu weitgehender Reinigung?. 

Da ich im Laufe meiner Forschungen an Kranken mit Phenol- 
reaktionen im Harn die fast bestindige Positivitat der ELhrlichschen 
Diazoreaktion, sei es in der Kalte oder beim Erhitzen, und nach Alkali- 
sierung die Positivitat der Weiseschen Reaktion mit Permanganat, sowie 
der Hayscken Reaktion mit Sechwefelblumen habe bemerken kénnen, 
so bin ich zu der Uberzeugung gekommen, da diese zyklischen Komplexe 
zur Fraktion der ,,Proteinséuren‘‘ gehéren und daB sie unter bestimmten 
Bedingungen diazoreagierend sind. Ich habe versucht, den Azofarbstoff 
zu isolieren, und da es bekannt ist, da8 die durch Diazobenzolsulfosaure 
erhaltenen Azofarbstoffe wegen der Sulfogruppe in Wasser leicht 
léslich und darum nicht isolierbar sind, so habe ich mir durch Diazo- 
reaktion mit dem nach Fischers Angaben hergestellten p-Dichlordiazo- 
benzol zu helfen gesucht. Auf diese Weise ist es mir gelungen, den 
Niederschlag des Azofarbstoffes zu erhalten. 


1 Soeben erfahre ich aus der Zeitschr. f. physiol. Chem. (184, 108, 
1929), daB Lieb und Schadendorff nachgewiesen haben, daB die von Scheiner 
isolierten Kristalle aus Natriumacetat und aus Spuren der millon-positiven, 
in Alkohol léslichen Substanz bestehen. Aber diese Autoren haben die 
millon-positive Substanz noch nicht studiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 218. 31 





474 S. Gullotta: 


Der Harn eines Schizophrenen, bei welchem infolge Verabreichung 
von Tyrosin die Reaktionen der aromatischen Substanzen sowohl im Blute 


Al 


als auch in den Urinen zum Vorschein kamen, wies alle Eigenschaften 
des von Hermanns bei Tuberkulosekranken beobachteten diazoreagierenden 
Harns auf; nach Behandlung mit Ather und nach Klérung mit neutralem 
Bleiacetat zeigte in der Tat der Harn des Schizophrenen folgende Reak- 
tionen : 

1. stark positive Willonsche Reaktion mit roter Farbung der Flissigkeit, 

2. sehr stark positive Buscaino-Reaktion; ammoniakalische Silber- 
lésung wurde in der Kalte langsam reduziert, 

3. sehr starke FKhrlichsche Diazoreaktion, die durch Anséuern ver- 
schwand und bei Alkalisierung der Lésung vor Zusatz des Diazoreagens 
unterblieb, 

4. stark positive Weisssche Reaktion, 

5. unmittelbare Entfairbung von Bromeisessiglésung, 

6. mit stark verdiinnter Lésung von Eisenchlorid Auftreten einer 
hellgriinen Firbung, die bei Alkalisierung mit Sodalésung in Dunkelrot 
iiberging, 

7. negative Biuretreaktion und Histidinprobe, 

8. Oxydation und Zerstérung der Substanz durch Phosphorwolfram- 
saure. 

Wie aus diesen Eigenschaften hervorgeht, zeigt der Harn diese 
Schizophrenen ein Verhalten, welches der diazoreagierenden Substanz 
der Tuberkulosekranken fast durchaus gleichkommt. (In der Tat geben 
nach Hermanns auch die Tuberkulosenharne die Reaktionen 1, 3, 4, 
5, 6, 7, 8 und die Reaktion mit ammoniakalischer Silberlésung. Die 
Schwarzharnreaktion nach Buscaino war damals unbekannt.) 

Diese Eigenschaften veranlaBten mich zu dem Versuch, den Phenol- 
komplex durch Herstellung seines Azofarbstoffs nach Hermanns zu 
isolieren. In der Tat habe ich mit dieser Methode aus dem Urin dieses 
Schizophrenen eine winzige Quantitat (0,0121 g) roten Azofarbstoff 
gewonnen, die in Wasser, Petrolither, absolutem Alkohol unléslich, in 
absolutem Ather und in Pyridin léslich war. Aus der atherischen Lésung 
fiel durch Petrolather ein feines kristallinisches Pulver nieder, das nach 
zweitigigem Stehenlassen im Exsikkator kleine rote prismatische 
Kristalle bildete, die einen Schmelzpunkt von 68° © hatten. 

Um mich zu vergewissern, ob die millonpositive Substanz, welche 
bei Amentia und Dementia praecox die Phenolreaktionen ergibt, die 
nimliche Substanz war, welche in den tuberkulésen Harnen die Diazo- 
reaktion hervorbringt, ferner um auch zu erfahren, ob das Vorkommen 
dieser Substanz nur der Zufuhr von Tyrosin zuzuschreiben war, habe 
ich die Harnmengen von drei niichtern gehaltenen Amentiakranken, 
denen kein Tyrosin vorher zugefiihrt worden wa*, gesammelt, um 
Hermanns’ Azofarbstoff zu bekommen. 


5 Liter Urin, mit stark positiver Buscaino-Reaktion, mit sehr starken 
Millon-, Ehrlich- und Weissschen Reaktionen, wurden angesaéuert, mit 
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Ather ausgeschiittelt und dann 5 Minuten lang auf dem Drahtnetz gekocht. 
Nach Erkalten wurden dieselben mit neutralem Bleiacetat geklirt, dann 
vom Blei befreit, neutralisiert und auf dem Wasserbad auf etwa 100 ccm 
eingeengt. Die Alkalisierung wurde mit verdiinnter Natronlauge vor- 
genommen und der Azofarbstoff durch Kupplung mit einer salzsauren 
Lésung von p-Dichlordiazobenzolchlorid (die durch Diazotierung von 5g 
Dichloranilin frisch hergestellt worden war) bereitet. Hierbei wurde Sorge 
getragen, daf} wahrend des Zusetzens des Diazoreagens die Lésung um- 
geriihrt und stets alkalisch gehalten, weiter dai die Kupplung durch mit 
2-naphthol-3, 6-disulfosaurem Natron durchtrénktes Filterpapier (alkalische 
Ringersalzlésung) kontrolliert und, sobald die Rotfairbung des Filter- 
papiers einen Uberschu8 der Diazolésung anzeigte, das Zusetzen unter- 
brochen wurde. 

Der Azofarbstoff, der sich so gebildet und durch Stehenlassen einen 
Bodensatz hinterlassen hatte, wurde nun auf einem Filter gesammelt, mit 
heiBem Wasser nachgespiilt, dann getrocknet und im Soxhletapparat 
mit absolutem Ather extrahiert. Nach 6 Stunden Extraktion blieb in der 
Hiilse noch immer ein guter Teil des Azofarbstoffs zuriick. Derselbe 
zeigte sich unléslich in Ather, Wasser und Petrolaéther, zum Teil léslich 
in verdiinntem Alkohol, gut léslich in verdiinnter Sodalésung. Ahnlich 
wie der Azofarbstoff der Tuberkulosekranken fiel er durch Séurezusatz 
aus der Sodalésung als schmierige, rotbraune Masse aus, die keine Tendenz 
zur Kristallisierung aufwies, trotzdem dieselbe 12 Tage lang im Exsikkator 
im Vakuum gehalten wurde. Ich habe zwar diesen Azofarbstoff zu reinigen 
versucht, es ist mir aber nie gelungen, weder vom alkoholischen noch vom 
sauren Niederschlag ein kristallinisches Prazipitat zu erreichen. Diese 
Masse wies einen Gehalt an Schwefel auf, der in sulfoaitherischer Bindung 
enthalten war. Wahrend der Versuche, diesen schwefelhaltigen Azofarbstoff 
durch nachfolgende Fallungen mittels Anséiuern der alkalischen Lésung 
zu reinigen, nahm der Niederschlag nach und nach bis zum Verschwinden 
ab, wahrscheinlich, weil der freigewordene Schwefel mit dem Diazoradikal 
Verbindungen eingeht, welche, wie Fischer dargelegt hat, in Wasser 
leicht léslich sind. 

Der andere in Ather lésliche ¢Azofarbstoff wurde mit Petrolather cefallt, 
in Ather von neuem gelést und mit Petrolither nochmals gefallt, nd so 
mehrmals weiter. Die Fallung wurde in kegelférmigen Zentrifugenréhrchen 
vorgenommen und das dunkelrote amorphe Pulver im Exsikkator zur 
Kristallisation stehengelassen. Nach 4 Tagen konnten 1,1227 g kristallini- 
schen Azofarbstoffs gesammelt werden. Er war nicht schwefelhaltig. 

Die Stickstoffbestimmung durch den Mikrokjeldahl ergab fiir 0,4635 g 
Kristalle 38 mg N, folglich 8,2 °% N-Gehalt. 

In Hermanns’ Azofarbstoff: C,,H,N.,Cl,O,, belief sich der Stickstoff- 
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gehalt auf 8,23°,. 


Die durch das Diazoreagens isolierte Substanz diirfte also nach Abzug 
des gekuppelten Diazoradikals C,H,N,Cl, die Formel C,H,O, aufweisen. 
Es handelt sich dann um jene Verbindung, welcher Hermanns folgende 
Struktur zum Teil beimift: 
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Dieselbe diirfte zwar aus der Kombination eines ungeséttigten Ringes 
mit einem an Sauerstoff reichen Benzolring resultieren; da nun diese Ver- 
bindung mit Phenolgruppen beladen ist, so reagiert sie mit dem Millonschen 
Reagens und mit Eisenchlorid, dagegen ist sie bei alkalischer Reaktion 
leicht zerstérbar und leicht polymerisierbar; gleichzeitig weist sie un- 
gesittigten Charakter auf (Addition von Brom, Entfarbung von Kalium- 
permanganat). 

Nach Hermanns handelt es sich um ein im Benzolkern oxydiertes 
Cumaron. 

Es lag nun in meiner Absicht zu sehen, ob die diazoreagierende Sub- 
stanz einheitlich ware und ob der schwefelhaltige, atherunlésliche Azofarb- 
stoff von einer unvollstandigen Hydrolyse abhinge. Ich nahm daher 3 Liter 
Harn eines Falles von Amentia, mit stark positiver Buscaino-, Millon- und 
Ehrlichscher Reaktion, hydrolysierte sie (nach vorausgegangener Klérung) 
nach dem Warmeverfahren mit 4°,iger Schwefelséure und lieB sie fiir einige 
Stunden gelinde kochen. Die auf dem Wasserbad bei 40° konzentrierte 
Fliissigkeit wurde nach dem Abkiihlen mit Ather extrahiert. Der Ather 
zeigte saure Reaktion und wurde abdestilliert ; dabei bildete sich als Riick- 
stand eine in kaltem Wasser unlésliche Substanz, die sich jedoch beim 
Erhitzen gut léste. Aus der wisserigen Lésung schieden sich beim Er- 
kalten ganz diinne, seidenglanzende, farblose, lange, auBerst zerbrechliche 
Nadeln und diinne, glinzende Lamellen ab. Nach wiederholten Reinigungen 
erhielt man aus dem Wasser lauter lange, farblose Kristalle, deren Schmelz- 
punkt 206°C war. 

Die Kristalle zeigten auBerdem folgende Eigenschaften : 

Im Reagenzglas erhitzt, ergaben sie Phenol, welches am Geruch sowie 
an den Farbreaktionen erkennbar war. Sie waren leicht léslich in Alkohol 
und in kochendem Wasser, wenig léslich in kaltem Wasser und in Benzol, 
aber sehr leicht in Ather. Mit Eisenchlorid gab die Alkohollésung eine 
dunkelgoldene Fairbung. Die in warmem Wasser geléste Substanz reagierte 
unverziiglich mit dem Millonschen Diazoreagens, mit Permanganat und 
Brom. 

Der Schmelzpunkt und die oben verzeichneten Eigenschaften legten 
den Gedanken nahe, da8 es sich um Kristalle von p-Cumarséure handelte. 
Um sicher vorzugehen, behandelte ich 0,521 g dieser Kristalle mit 
Natriumamalgam und erhielt kleine monokline Kristalle nebst langen, 
schrigen rhombischen Prismen, die in Ather, Alkohol und kochendem 
Wasser leicht léslich waren und mit dem Millon- und Ehrlichschen Reagens 
stark reagierten. Die wasserige Lésung ergab mit Eisenchlorid eine blau 
graue Farbung. 

Durch diese Eigenschaften und den bei 128°C genau bestimmbaren 
Schmelzpunkt war die Hydro-p-cumar- oder p-Oxyphenylpropionséure 
leicht zu erkennen. 

Der Harn, der nach der Hydrolyse die Buscaino-Reaktion noch imme! 
aufwies, zeigte nach Behandlung mit Ather keine Phenolreaktion mehr. 


Es 14Bt sich also ersehen, daB durch gelinde Hydrolysierung der 
Harne von Amentiakranken im Aromaturiezustand die Isolierung der 
p-Cumarsdure gelingt. 


Zahlreiche Untersuchungen iiber Harne von Irren haben mich darauf 
aufmerksam gemacht, daB es bei diesen Kranken oft méglich ist, durch 
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einfache Extraktion der angeséuerten Harne mit Amylalkohol und durch 
Verdampfung des Alkohols Kristalle von Hydro-p-cumarsdure zu erhalten, 
welche an ihrem Schmelzpunkt leicht zu erkennen waren. 


Die Beobachtungen von Berglund, Medes und Lohmann iiber eine 
Harnverbindung, die bei Myasthenia gravis mit der Zufuhr von Tyrosin 
offenbar in Zusammenhang stand, sowie gewisse Eigenschaften derselben 
lieBen mich im Zweifel iiber die Identitaét dieses ,,reducing urinary tyrosine 
compound“ mit der millonreagierenden Substanz der Amentiakranken. In 
der Tat ergibt die Berglundsche Verbindung ebenfalls eine starke Millon- 
sche Reaktion; sie reduziert Phosphorwolfram- und Phosphormolybdan- 
siure; sie ist leicht léslich in Wasser, etwas weniger in absolutem Methyl- 
und in kaltem absoluten Athylalkohol, ganz unléslich in Ather und Benzol. 

Die Biuret-, Ninhydrin-, Hopkins-Cole- und die Schiffsche Reaktion 
war immer negativ. 

Diese Verbindung, welche wegen der Reduktion der Phosphormolybdan- 
siure fiir phosphorreich gehalten wurde, scheint analog der von mir isolierten 
Verbindung stark phenolhaltig; ich bin der Meinung, daB die amerikanischen 
Autoren besser getan hatten, bevor sie den Phosphorgehalt derselben mit. 
Gewibheit behaupteten, es mit anderweitiger Bestimmung und nicht nur 
mit der Phosphormolybdansaéure zu versuchen. Es ist ja iibrigens bekannt, 
daB simtliche Phenolverbindungen das Molybdanséurereagens reduzieren. 
(Die millonpositive Substanz der Urine bei Fallen von Amentia reduziert 
sofort die Phosphormolybdanséure sowohl in saurer als auch in alkalischer 
Lésung.) 

Da die Verbindung durch Methylalkohol leicht isolierbar erschien, habe 
ich 1 Liter Urin eines Falles von Amentia (nach vorheriger Klarung mit 
neutralem Bleiacetat) dem Verfahren von Berglund gemif behandeln 
wollen: Verdampfen des Urins auf dem Wasserbad, Extraktion des Riick- 
standes mit Methylalkohol, Eindampfen des Extrakts unter vermindertem 
Druck, Auflésung in absolutem Methylalkohol, darauffolgende Fiallung 
mit Ather. 

Dabei habe ich nach 20maliger Wiederholung der Fallung mit Ather 
und Lésung in absoluyem Methylalkohol suerst eine gelbe Fliissigkeit, 
dann eine kérnige, zur Verhartung neigende Masse herausbekommen, 
welche austrocknete, ohne irgendwelche Neigung zum ‘Kristallisieren zu 
zeigen. Ein kleiner Teil derselben, welcher in Wasser aufgelést wurde, 
ergab intensive Buscaino-, Millon-, Ehrlich- und Weisssche Reaktionen. 
Weiter wies sie positive Reaktionen fiir Schwefel und Stickstoff auf; der 
Schwefel konnte nicht bestimmt werden, denn er ist zum Teil als neutraler 
Schwefel, zum Teil in sulfo-aétherischer Form enthalten. Durch Bestimmung 
des Schwefels wurden verschiedene und einander widersprechende Werte 
erzielt ; dies kénnte dem Umstand zugeschrieben werden, da® (in Uberein- 
stimmung mit Hermanns’ Meinung beziiglich der diazoreagierenden Harn- 
substanz der Tuberkulosekranken) entweder die Zahl der Sulfogruppen 
verschieden ist, oder teilweise Anhydridbildung vorliegen mag. 


Besprechung der Resultate. 


Die erste Frage, welche ich mir gestellt habe, war, ob die aus diesen 
Harnen von mir isolierte Verbindung mit der von Scheiner geschilderten 
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Substanz identisch ware: trotz der Analogie des Verhaltens bei ver- 
schiedenartigen Reaktionen meinte ich, es handele sich um verschiedene 
Substanzen. 

In der Tat habe ich aus dem Acetonextrakt der Tierkohle niemals 
die kristallinische Verbindung, sondern immer eine zur Verhartung 
neigende und in absolutem Aceton allmahlich unlésliche Masse heraus- 
bekommen. Diese zeigte stets, auch nach zahlreichen verschieden- 
artigen Behandlungen mit Ather, die Anwesenheit von Verunreinigungen, 
vor allem von Urochrom. Die durch Extraktion mit Methylalkohol 
erreichten Resultate sind weit bedeutender, denn durch Fillung mit 
Ather kann man am Ende einen trockenen Niederschlag erhalten, der 
abgewogen und analysiert werden kann. 

Damit meine ich aber keineswegs, daB meine Cumarverbindung 
mit der reduzierenden Tyrosinsubstanz von Berglund, Medes und 
Lohmann identisch sei, obschon ein Phosphorgehalt derselben aus- 
zuschlieBen ist; der Stickstoffgehalt, das von Berglund bestimmte 
Verhaltnis weisen deutlich darauf hin, daB es sich um einen anderen 
zyklischen Komplex handelt. 

Dies diirfte meine Uberzeugung wohl rechtfertigen, daB bei patho- 
logischen Fallen von Abweichung des normalen EiweiSstoffwechsels 
oder in Fallen von faulnisférdernden Darmprozessen wegen antitoxischer 
Leberinsuffizienz sehr verschiedene und komplexe Substanzen auftreten 
k6énnen. 

Unzweifelhaft kommt bei meinen Kranken dieselbe Substanz 
vor, welche Hermanns in den Harnen der Tuberkulosekranken vor- 
gefunden hat; andererseits kann dieselbe auch durch Zufuhr einer 
geringen Menge Tyrosin hervorgerufen werden; dieser Umstand diirfte 
dafiir sprechen, daB jene Substanz nicht bloB vom endogenen Stoff- 
wechsel und von der Zellenzerstérung, sondern von einer Stérung des 
KiweiBstoffwechsels herrihrt. 

Stewarts Untersuchungen in neuerer Zeit haben festgestellt, daB 
sehr oft im Darm von Améntiakranken und anderen Geisteskranken 
eine deutlich phenologene Bakterienflora besteht, deren Merkmal in 
einer stark tyrosinabbauenden Fahigkeit besteht. 

Desgleichen weist auf Darmgarungen die Tatsache hin, daB Hirai 
die p-Cumarsiaure unter den Abkémmlingen der bakterieJlen Zersetzung 
des Tyrosins mittels des Proteus in vitro vorgefunden hat. 
Hermanns schlieBt aus, daB die von ihm als Azofarbstoff isolierte 
Substanz eine Siure oder ein Lacton sein kénnte. In der Tat ist es 
ihm trotz zahlreicher Versuche nicht gelungen, die Substanz oder 
irgendein Salz derselben kristallinisch darzustellen; durch Kalischmelze 
erhielt er aber aus dem atherischen Extrakt Phloroglucinkristalle: es 
diirfte sich daher um ein phenolartiges Cumaron handeln. 
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Nach Hermanns diirfte es hingegen ein endogenes Endprodukt 
des EiweiBabbaues sein, welches auch im normalen Harn spurenweise 
auftritt und bei den Tuberkulosekranken infolge toxischer Zerstiirung 
der Gewebe gesteigert ist; es hingt, wie die anderen diazoreagierenden 
Phenolsubstanzen, welche bei den verschiedenen Krankheiten ver- 
schieden sind, weder von der Ernahrung noch von der Zufuhr von 
Tryptophan oder Tyrosin ab. 

Unsere millonpositive Substanz wurde im Gegenteil als Saure 
leicht isoliert; sie trat bei Dementia praecox, die vorher negative 
Reaktionen aufwies, unverziiglich nach Verabreichung von Tyrosin auf. 

Zudem habe ich festgestellt, daB bei Krankheiten, die mit einer be- 
traichtlicheren Zellenzerstérung, als es bei Amentia der Fall ist, ver- 
bunden sind, die Reaktionen gegeniiber diesem zyklischen Komplex 
negativ ausfielen, wogegen dieselben in jenen Fallen positiv, ja manchmal 
recht stark befunden wurden, bei denen eine Leberinsuffizienz fest- 
gestellt werden konnte. 

Meine Untersuchungen beziiglich der Erforschung der Leber- 
funktion bei Amentia- und Dementia praecox-Kranken haben auch 
eine Insuffizienz der antitoxischen Funktion festgestellt und mich zu 
der Uberzeugung gebracht, daB bei solchen Kranken Buscainos ,,sekun- 
dire Hepatopathie oftmals besteht. 

Uber den Ursprung dieses zyklischen Komplexes kann man fol- 
gendes sagen: Aus den Untersuchungen von Hirai und anderen 
Schiilern von Sasaki geht hervor, daB die p-Cumarsiiure aus der Zer- 
legung des Tyrosins unter Einflu8 des Proteus resultieren kann. Aus 
Stewarts Untersuchungen ist bekannt, daB im Darm von Irren und 
anderen Geisteskranken ausgeprigt phenologene (mit abbauender 
Wirkung auf das Tyrosin) Bakterienstimme vorhanden sind. So ist 
es nicht unwahrscheinlich, daB diese pathologischen Darmgirungen fiir 
die Entstehung der besagten abnormen Produkte, die bei Amentia 
und Dementia praecox im Harn vorkommen, von Bedeutung sind. 

Leider ist aus diesen Untersuchungen nicht klar hervorgegangen, 
wie solche aromatischen Substanzen kombiniert sind. 


Zusammenfassung. 

Bei Amentia und beginnender Dementia praecox findet man im 
Harn und auch in den Exacerbationsperioden dieser Krankheit eine 
bedeutende Zunahme von verschiedenartigen zyklischen Komplexen 
(Aromaturie). Diese zyklischen Komplexe weisen, je nachdem sie von 
Substanzen mit Phenolkern oder von Substanzen mit Indolkern 
stammen, Phenol- bzw. Indolreaktionen auf. 

1. Die im Harn der besagien Patienten angestellten Unter- 
suchungen hinsichtlich des zyklischen Komplexes haben (mittels gelinder 
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Hydrolyse und Kupplung mit Fischers Diazoreagens) zur Isolierung 
eines Azofarbstoffs gefiihrt, welcher simtliche Eigenschaften des von 
Hermanns aus den Urinen von Tuberkulosekranken gewonnenen Azo- 
farbstoffs aufwies. Diese Substanz ist nach Hermanns Untersuchungen 
ein im Benzolkern oxydiertes Cumaron. 

2. Durch Extraktion mit Ather konnte aus dem hydrolysierten 
Harn von Amentiakranken die p-Cumarsaure (oder p-Oxyphenylacry]- 
siure) isoliert werden. 

3. Diese Saure ist wahrscheinlich gebunden und gibt zu einer Ver- 
bindung AnlaB, die zur Fraktion der Antoxyproteinsiure gehdért. 
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Uber den Phosphatidgehalt yon Hefe. 


Von 


Bruno Rewald, Hamburg. 


(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 


Uber das Vorkommen von Phosphatiden in Hefen liegen bisher 
nur wenige Angaben vor. Als erster konnte schon Hoppe-Seyler! im 
Jahre 1879 zeigen, daB sich aus Hefe Lecithin darstellen laBt. Spatere 
Autoren konnten diese Angaben bestitigen, Sedlmayer? isolierte ein 
Phosphatid, das er als Dipalmityl-Cholin-Lecithin bezeichnete. Er 
schatzte, dab Trockenhefe gegen 4°, Rohlecithin enthalt. Weitere 
quantitative Angaben liegen in der Literatur scheinbar nicht vor. 
Koch? stellte in seinen Untersuchungen fest, daB das Hefelecithin mehr 
dem Gehirnlecithin ahnelt. Austin’ endlich konnte sowohl Amino- 
aithylalkohol wie auch Cholin aus der Lecithinfraktion der Hefe isolieren. 
Hiernach kamen also Lecithine wie Kephaline in der Hefe vor. Diese 
Annahme diirfte auch berechtigt sein, weil wir in den Pflanzen immer 
beide Phosphatidarten vergesellschaftet finden und bisher noch nicht 
ein Fall bekannt geworden ist, wo sich nur Lecithine (mit der Cholin- 
gruppe) oder nur Kephaline (mit der Aminoathylalkoholgruppe) finden. 

Alle vorliegenden Angaben aber reichen nicht aus, um uns ein 
klares Bild iiber das Vorkommen der Phosphatide in frischer Hefe zu 
bilden. Im AnschluB an die friiheren Untersuchungen sollte versucht 
werden, in analoger Weise den Gehalt der Hefe an organisch-lipoidartig 
gebundenem Phosphor zu ermitteln. Um Vergleichsmaterial zu haben, 
wurden zwei verschiedene Hefearten in den Bereich der Untersuchung 
gezogen. Einmal wurde die Hefe der Ostwerke analysiert, ferner 
die sogenannte Braasch-Hefe. Beide Sorten kamen in médglichst 
frischem, feuchtem Zustande zur Verarbeitung. 

Hierbei zeigten sich nun ganz eigenartige Verhaltnisse, da es nicht 
gelang, die Phosphatide nach der friiher stets mit Erfolg angewandten 


' Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. phys. Chem. 2, 427, 1879; 3, 374, 1879. 
2 Sedlmayer, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 26, 381, 397, 1903. 

3 Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 181, 1903. 

* Austin, Journ. of Biol. Chem. 52, 59, 1924. 
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Methode zu isolieren. Die feuchten Hefen wurden zuerst mit Aceton 
extrahiert, so lange wie das Aceton noch gefirbt war und sich Extrakt- 
stoffe in demselben feststellen lieBen. Hierdurch wird gleichzeitig 
eine Trocknung ohne jede Warmezufuhr erreicht. Der Acetonextrakt 
wird nach Verjagen des Acetons mit Ather aufgenommen und dann 
im Atherextrakt der P-Gehalt festgestellt. Wie man aus der Tabelle I 
erkennen kann, wurde hierbei P nicht oder nur minimal aufgefunden. 
Dieser Befund ware nicht ganz unwahrscheinlich gewesen, weil Aceton 
bekanntlich Phosphatide nicht oder nur sehr wenig lést. Um so selt- 
samer aber war es, dab die nachfolgende Alkoholextraktion der mit 
Aceton vorextrahierten Hefe auch nur Spuren von P aufwies. Hier- 
aus hitte man schlieBen miissen, daB beide Hefen iiberhaupt keine 
Phosphatide oder doch nur éuBerst geringe Mengen enthielten. Dies 
rar aber von vornherein nicht anzunehmen. Dagegen sprachen auch 
die Ergebnisse der oben zitierten Autoren. Wodurch diese auffallige 
Tatsache zu erkliren ist, steht noch aus. Nur so viel scheint bewiesen 
zu sein, da diese Art der Extraktion fiir die Darstellung der Phosphatide 
fiir Hefe vorlaufig nicht anwendbar ist. Das geht auch daraus hervor, 
daB bei einer folgenden Behandlung nach einer anderen Methode der 
P-Gehalt im Riickstand viel geringer war. Demnach sind tatsachlich 
die Phosphatide trotz sehr ausgiebiger Extraktion mit Aceton und 
Nachbehandlung mit Alkohol nicht aus der Hefe zu isolieren. Auch 
fillt auf, daB der Atherextrakt auffallend gering ist. 


Tabelle I. 





Ost-Hefe Braasch-Hefe 
Wassergehalt .... 150 % 68,6 % 
Acetonextrakt ... . 20 % 3,138 % 
Atherlisliches im 
Acetonextrakt . . . 0.14% 0,46 % 
Phosphor im Ather- 
ME sk a Spuren 004°, Phosphor 1,12 % Phosphatide 
0,0052 %, Phosphatide 
in Hefe 
Alkoholextrakt. . . . lt % 2,38 % 
Atherlosliches im 
Alkoholextrakt. . . 018% } ' 0,28 % 
Phosphor im Alkohol- 
iitherextrakt. . . . Spuren 0,203°,, Phosphor = 5,15 °, Phosphatide 
0,014°% Phosphatide 
Phosphor im Riickstand in Hefe 
er eS: as ge 1,29 % 117% 


Um zu besseren Resultaten zu kommen, wurde nunmehr von 
vornherein mit Alkohol extrahiert. Hierbei ergaben sich ganz andere 
Verhaltnisse. Es wurden sehr erhebliche Mengen von Phosphatiden 
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gewonnen, die auch alle die charakteristischen Eigenschaften der 
Phosphatide zeigten. Es resultierten braune, wachsartige Massen, die 
in Ather, Chloroform usw. leicht léslich waren und aus diesen Lésungen 
mit Aceton sofort quantitativ wieder ausgeschieden wurden. 

Der Phosphorgehalt war ein relativ sehr hoher. Es wurden ohne 
weiteres Umkristallisieren Phosphatide von 60 bis 62°, Reinheit er- 
halten. Die Produkte lassen sich auBerst leicht verseifen, wobei die 
Fettsauren sich gut isolieren lieben. 


Tabelle II. 





Ost-Hefe Braasch-Hefe 
Wassergehalt....... 74,5 % GOA % 
Alkoholextrakt ..... 6,26 % . a 
Atherextrakt des Alkohol- 
rickstandes. ..... 2,07 % 2,22 % 
Phosphor im Atherextrakt 2,38 % 2,44 °% Phosphor 
- 60,41 %% Phosphatide 61,93 °% Phosphatide 
Phosphatide in der frischen 
Hefe 1,25 % 137 % 
Phosphorgehalt des 
EKiweiBriickstandes. . . 1,096 % 0,998 % 
Menge der Fettsiuren im 
Phosphatid ‘a "i 49,09 % 57.96 % 
(fast fest, hellgelb) (hellbraun, halbfest) 


Um noch einen weiteren Anhaltspunkt tiber die Zusammensetzung 
der reinen Phosphatide zu haben, wurden je eine N-Bestimmung ge- 
macht und die freien Fettsiiuren quantitativ bestimmt. Legt man als 
summarische Formel fiir die Phosphatide eine solche mit dem Molekular- 
gewicht von 800 zugrunde — wobei man sich natiirlich wohl bewubt 
sein muB, daB dies nur ein Annaherungswert ist —-, so berechnet sich 
hieraus fiir das Phosphatid mit einer Cholingruppe ein N-Wert von 
1.75%. Die Zahl der freien Fettsiuren bei Annahme eines gemischten 
Phosphatids mit einer Stearinsiuregruppe und einer Linolensiuregruppe 
ware 56,75°,. Es wurden nun folgende Werte gefunden. Fiir die Hefe 
der Ostwerke ein N-Wert von 2,3 °,, fiir die Braasch-Hefe ein solcher 
von 1,63°,,. Letztere Zahl kommt der theoretischen schon sehr nahe, 
wihrend das Phosphatid der Ost-Hefe noch andere Gruppen enthalten 
muB$. Fir Sphingomyelin berechnet sich z.k. ein N-Wert von 3,99 
bis 4,00 °%,. Sicher liegen ja auch in diesen Phosphatiden Gemische vor, 
woraus sich die vorliegenden Werte, die innerhalb des Rahmens der 
Lipoidwerte fallen, erkliren. Die Fettsauremengen wurden bei der 
Ost-Hefe zu 49,09 °;, festgestellt, bei der Braasch-Hefe zu 57,96 °,, also 
auch Werte, die den tatsiachlich errechneten recht nahe kommen. 
Theoretisch wiirde das Phosphatid der Braasch-Hefe sogar fast genau 
auf .,.Lecithin’ stimmen. 
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Hiernach liegen in den Hefen Lecithinquellen vor, wie sie nur selten 
in der Natur anzutreffen sind. Allerdings ist die Darstellung nicht 
ganz einfach. Die Alkoholextraktion, die von vornherein notwendig 
ist, erfaBt auch gleichzeitig sehr viele andere Bestandteile, und es sind 
sehr groBe Wassermengen zu entfernen, ehe man zu den reinen Phos- 
phatiden gelangt. Die Frage aber, warum sich diese Phosphatide in 
bezug auf ihr Extraktionsvermégen so ganz anders verhalten wie sonst 
die lebenden tierischen oder pflanzlichen Zellen, bedarf noch einer 
griindlichen Nachuntersuchung. Auch sollen noch die Basen weiter 
untersucht werden, da scheinbar hier zwischen den einzelnen Hefe- 
rassen Unterschiede bestehen. 


Bei den Untersuchungen hatte ich mich wieder der dankenswerten 
Mitarbeit von Frl. Margarethe Schmidt zu erfreuen. 











Die Léslichkeit yon Phytosterin in Athyl- und Methylalkohol 
bei verschiedenen Temperaturen. 


Von 
Bruno Rewald, Hamburg. 


(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 


Lars Erlandsen*' hat vor einiger Zeit die Léslichkeiten von Chole- 
sterin in den beiden Alkoholen mitgeteilt. Noch weniger als iiber 
Cholesterin ist iiber Phytosterin bekannt, trotzdem die Verbreitung 
des Phytosterins in Pflanzen eine recht grobe ist und auch heute schon 
technisch groBe Mengen Phytosterin hergestellt werden als Nebenprodukt 
bei der Sojaverarbeitung. Die Frage der Léslichkeit spielt aber auch 
deshalb eine wichtige Rolle, weil sehr haufig beide Sterine neben- 
einander vorkommen kénnen — es sei nur daran erinnert, daB viele 
Nahrungsmittel pflanzlichen Ursprungs mit Eiern zubereitet werden. 
Es war deshalb wiinschenswert, zu erfahren, ob eventuell die Méglichkeit 
bestinde, durch Umkristallisieren eine Trennung herbeizufiihren, die 
neben der schon vorhandenen iiber die verschiedenen Salze brauchbare 
Resultate geben kénnte. 





Athylalkohol Methylalkohol 
Temperatur = Cholesterin Phytosterin Cholesterin Phytosterin 

°C g £ g £ 

0 0,68 0,38 0,34 0,10 
20 1,29 0,72 0,65 . 018 
40 3,40 2,16 1,88 0,61 
50 5,25 3,43 2,94 0,82 
60 7,85 5,14 4,42 1,30 
64,9 -- 6,89 5,32 1,68 
70 13,0 8,07 — 
78,8 27,7 13,15 — — 


1 Lars Erlandsen, diese Zeitschr. 174, 53, 1926. 
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Ganz analog den Angaben von Erlandsen wurden die Versuche 
durchgefiihrt. Der Anschaulichkeit wegen wurden auch die Resultate 
mit Cholesterin nach Erlandsen mit herangezogen, um so gleich eine 
Gegeniiberstellung zu haben. 

Hieraus geht nun hervor, dafB die Léislichkeit des reinen Phyto- 
sterins sowohl in Athyl- wie in Methylalkohol sehr viel geringer ist als 
die von Cholesterin. Besonders auffillig ist dies beim Methylalkohol. 
Hier list das siedende Lésungsmittel noch nicht einmal ein Drittel der 
Menge, die von Cholesterin in Lisung geht. Weitere Versuche werden 
zeigen, ob diese Unterschiede groB genug sind, eine praktische Trennung 
zu ermdglichen. 














Zwei neue Laboratoriumsapparate zur Blutzuckerbestimmung. 


Von 
Hans J. Fuchs, Berlin. 


(Eingegangen am 7. Januar 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die im folgenden beschriebenen Konstruktionen sind besonders 
zur Verwendung bei der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen 
geeignet, lassen sich aber auch fiir ihnliche andere Zwecke verwenden. 

Die Mikropipette (Abb. 1) entstand aus der Erfahrung, daf bei 
der Blutzuckerbestimmung einerseits eine gréBtmoégliche Pipettierungs- 
geschwindigkeit, andererseits eine ebensolche Genauigkeit bei der 
Verwendung so geringer Mengen von Untersuchungsmaterial zwei 
besonders zu beachtende Faktoren sind. Wenn man auch beiden zu- 
gleich durch besondere Geschicklichkeit gerecht werden kann, so schlieBt 
das nie Fehlerméglichkeiten aus, die —- besonders in grofen Serien- 
versuchen durch Ermiidung hervorgerufen -— unangenehme Ver- 
zerrungen des gesamten Bildes verursachen kénnen. Die bei dieser 
Konstruktion erfolgte ,,Automatisierung’ der Blutabmessung sowie 
die dadurch erméglichte Beriicksichtigung einer méglichst geringen 
Adhisionsoberflache fiir das Blut in der Pipette tragen insgesamt zur 
Genauigkeit und zur Bequemlichkeit. bei. 

Die Pipette besteht aus einem Kapillarrohr von 0,1 bzw. auf be- 
sonderen Wunsch auch von 0,05 ccm Inhalt, von der Siptze bis zum 
dariiberliegenden Doppelhahn genau austariert. Dieses Rohr ist un- 
gefahr 90 mm lang. Zum Gebrauch stellt man das einseitige Hahnkiiken 
nach oben, wie aus der Abbildung ersichtlich, und saugt das zu unter- 
suchende Blut rasch nach oben, bis es in die anschlieBende Hahnbohrung 
eintritt, dreht sodann das Hahnkiiken wagerecht, wodurch die Kapillare 
oben verschlossen wird, wischt die Spitze des Rohres mit etwas Filtrier- 
papier ab, wobei keinerlei Méglichkeit besteht, die im Rohr befindliche 
Blutfliissigkeit zu vermindern, bringt sodann das freie Pipettenende 
in die im Reagenzglas befindliche Hagedornsche Eiweibfallungsfltissigkeit, 
dreht das Hahnkiiken nach unten und blast die Pipette aus; saugt die 
Flissigkeit bei dieser Hahnstellung zweimal in der Pipette hoch, so 
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daB sie iiber die Hahnbohrung bis in den anschlieBenden U-Robr- 
schenkel gelangt, und blast sie endlich griindlich aus. Bei einiger Ubung 
geht dieses sehr schnell, da man nicht genau auf das Niveau der Fliissig- 
keiten zu achten hat, so daB man nunmehr die zweite Blutprobe mit 
der gleichen Pipette in Angriff nehmen kann, nachdem durch das letzte 
griindliche Ausblasen keine sichtbaren Fliissigkeitsspuren mehr in der 
Kapillare sich befinden. Man stellt also das Hahnkiiken 
wieder quer, taucht die abgewischte Pipettenspitze in 
das nachste Blutquantum, saugt und dreht das Kiiken 
nach oben: das Blut steigt in der Kapillare hoch, die 
Luft, die es dabei vor sich her treibt, driickt den aus der 
ersten Blutprobe stammenden in der Hahnbohrung noch 
befindlichen Rest aus der Hahnbohrung nach oben in 
den zugehérigen U-Rohrschenkel, bis das neue Blut 


ae wieder in die Hahnbohrung eintritt. Dann wird das 

Hahnkiiken wieder quer gestellt, und die weitere Mani- 

pulation geht nunmehr genau so vor sich wie vorher 

beschrieben. Es kommt also niemals bei aufeinander- 

folgender mehrfacher Benutzung der gleichen Pipette 

wee ein Blut mit dem anderen im Bereich der MeBkapillare 
ADD. 1. 


in Beriihrung. Die Hahnstellung sagt selbst, wie sie zu 
verwenden ist: bei Aufsaugen ,,Kiiken nach oben", 
beim Ausblasen ,,Kiiken nach unten’, immer in der Richtung des 
Stromes der Fliissigkeiten ; in allen zeitlichen Zwischenriumen mu das 
Kiiken irgendwie quer stehen. Viele Versuche haben gezeigt, daB der 
Fehler, der durch die auBerst geringen Mengen anhaftender Zink- 
sulfatlésung in der Kapillare nach letztem griindlichen Ausblasen 
hervorgerufen wird, weit unterhalb der bei dieser Methode in Betracht 
kommenden Fehlergrenze liegt: er betrigt bei Parallelversuchen nicht 
einen Tropfen der n/200 Natriumthiosulfatlésung bei der Endtitration. 


ly nat. Gribe. 


Bei dieser Gelegenheit soll noch darauf hingewiesen werden, dab 
es im Interesse aller an und fiir sich schwer zu reinigenden Mikro- 
pipetten von Vorteil ist, das Biut nicht in die mit NaOH versetzte 
Zinksulfatlésung zu blasen, sondern die Natronlauge erst nach Aus- 
blasen des Blutes der Fliissigkeit zuzusetzen: dadurch wird die Gelati- 
nierung der Fliissigkeit (Zn(OH),), die zu Pipettenverschmutzungen 
und dementsprechenden Substanzverlusten fiihrt, vermieden. Auch 
bei Zusatz der NaOH zu der blutenthaltenden Zinksulfatlésung nach 
5 Minuten sind keine Verainderungen des Reduktionswertes gegeniiber 
solchen festzustellen, bei denen das Blut in die alkalisierte Lésung 
gebracht wurde. Weiterhin hat die Filtration der gekochten Zink- 
hydroxyd-Blutlésung durch gewéhnliche 7-cm-Durchmesser-Schleicher- 
Schiill‘ilter keine Verluste ergeben, wenn die zweimalige Nachspilung 
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des Reagenzglases und Filters mit genitgender Menge sehr heiben, 
destillierten Wassers vorgenommen wurde. 

Die in Abb. 2 dargestellte Mikropipette dient zur Endtitration 
bei der Hagedorn-Jensenschen Untersuchung. Das in ihr enthaltene 
n/200 Natriumthiosulfat bleibt, wenn 


aus reinen Reagenzien und kohlen- N, 
siurefreiem destillierten Wasser her- 
gestellt, durchschnittlich einen Monat 7 


unverandert, da jeglicher Zutritt von 

Kohlensiure durch die beiden Natron- 

kalkrohre VN, und N, verhindert ist. 

Zum Gebrauch stellt man Hahn H,so0, Sf 
daB zwischen GeblaiseG und Flaschen- 
raum R die Verbindung hergestellt ist, 
wobei Hahn H, infolge Querstellung 
der beiden Bohrungen die Flasche nach 
oben verschlieBt. Man driickt nun- 
mehr mit dem Geblase geniigend Luft 
in die Flasche und dreht dann Hahn H, 
so, daB der in der Flasche befindliche 
Druck nach auBen geschlossen ist, da- 
gegen das Geblise den Rest der in ihm 
befindlichen Luft durch diesen Hahn 
nach auBen abblast. Dann bringt man 
Hahn H, in die aus der Abbildung er- 
kenntliche Stellung, so daB die in der 
Flasche befindliche Fliissigkeit im Biirettenrohr B hochgedriickt wird: 
sie fillt gleichzeitig auch das zum Tropfhahn 7 fiihrende Ableitungsrohr 
und strémt schlieBlich in scharfem Strahle aus der im Sammelrohr S 
eingeschmolzenen wagerechten Biirettenrohrspitze. Dreht man nun 
den Hahn H, wieder wagerecht, so ist das Biirettenrohr samt Anhang 
volistandig gefiillt; seine Teilung beginnt von der Spitze aus, so dab 
die erste sichtbar eingeditzte Marke von 0,l ccm gerade unter dem 
rechtwinkligen Knick liegt. Sie ist auf ihrer Lange im Mabe von 2,5 cem 
in Hundertstel Kubikzentimeter unterteilt. Dabei ist folgendes be- 
riicksichtigt: es kommt fast niemals vor, da} die Gesamttitrations- 
menge an Thiosulfat nur 0,1 ccm betragt. Sollte das bei solchen Aus- 
nahmen schon von vornherein die sehr geringe Blaufarbung der zu 
titrierenden Flissigkeit zeigen, so fillt man die Biirette zuerst durch 
einfaches Drehen des Hahnes H, in beschriebener Weise ganz voll, laBt 
bis zur ersten Marke von 0,1 ccm abtropfen und beginnt dann erst 
mit der Titration. In Fallen, wo die eigentlich ausreichen sollenden 
2,0cem der Thiosulfatlésung eben nicht ausreichen (ungenaue Ein- 

















Abb. 2. 
1), nat. Grife 
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stellung oder Verderbnis der Lésungen), reicht die bis 2,5 cem fiihrende 
Biirettenteilung zu allen Zwecken aus. 

Man hat also nach der Titration zwecks Vorbereitung zur nichst- 
folgenden immer nur den Hahn H, um etwa 90° zu drehen, und schon 
ist die Biirette wieder vollgefillt. Hat sich im Sammelrohr S nach 
vielen Titrationen Fhissigkeit angesammelt, so dreht man den Hahn H, 
um 180°, so daB der Uberdruck aus der Flasche entweicht, und dann 
den Hahn H, ebenfalls um 180°, wobei die im Sammelrohr befindliche 
Fliissigkeit wieder in die Flasche zuriicklauft. Es geht also mit diesem 
Instrument auch nicht eine Spur von Lésung verloren. 

Beide in jahrelangem Gebrauch auf ihre Zuverlassigkeit griindlich 
gepriiften Apparate werden von der Glasblaserei Alois Schmidt, Breslau, 
Schuhbriicke 42, hergestellt. 
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